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1 Einleitung 
 
Während der embryonalen Gehirnentwicklung generieren undifferenzierte Vorläuferzellen eine 
Vielzahl morphologisch und funktionell unterschiedlicher Neurone. Dabei existiert im Kortex ein 
diskretes Verhältnis von 80 % exzitatorischer Projektionsneurone und 20 % inhibitorischer 
Interneurone. Während kortikale Interneurone im ventralen Telenzephalon in den ganglionischen 
Eminenzen generiert werden und anschließend über weite Strecken tangential in den dorsalen 
Kortex einwandern (de Carlos et al., 1996; Marin and Rubenstein, 2001; Tamamaki et al., 1997), 
erfolgt die Bildung der exzitatorischen Projektionsneurone in den proliferativen Zonen des 
dorsalen Telenzephalons (Götz and Huttner, 2005; Merot et al., 2009; Polleux et al., 1997; 
Takahashi et al., 1996).  
Um die korrekte Anzahl, Lokalisation und Konnektivität der Neurone zu gewährleisten, sind 
präzise, entwicklungsrelevante Prozesse wie Proliferation, Differenzierung, Apoptose, Migration, 
Axonbildung und Synaptogenese erforderlich. Zahlreiche intrinsische und extrinsische Faktoren 
sind in die Regulation der embryonalen Entwicklungsprozesse involviert und sind daher 
zunehmend Gegenstand der neurobiologischen Forschung. Die vorliegende Arbeit behandelt den 
Einfluss des Signalmoleküls EphrinA5 auf die Proliferation und Differenzierung kortikaler 
Vorläuferzellen während der embryonalen Neurogenese und dessen Bedeutung für die laminare 
Organisation des Neokortex. 
 
1.1 Aufbau und Entwicklung des Neokortex 
1.1.1 Die Organisation der Großhirnrinde 
Der Neokortex der Säugeitiere ist in Areale, horizontale Schichten und radiale Säulen organisiert. 
Die Aufteilung in Areale erfolgt aufgrund der zytoarchitektonischen Zusammensetzung und 
Funktionalität. Die sechs horizontalen Schichten des Neokortex unterschieden sich durch ihre 
spezifische zelluläre Zusammensetzung, Packungsdichte und Konnektivität. Die Neurone der 
einzelnen Schichten weisen charakteristische morphologische und funktionelle Eigenschaften auf 
und jede Schicht bildet spezifische intrinsische und extrinsische Verknüpfungen. Radial zur 
Kortexoberfläche verlaufende, intrinsische Projektionen verbinden die Schichten innerhalb eines 
Areals. So verzweigen sich Projektionsneurone aus Schicht 6 in Schicht 4, jedoch nicht in Schicht 5. 
Dagegen bilden Nervenzellen aus Schicht 2/3 Synapsen in Schicht 2/3 und 5, aber nicht in Schicht 
4 und 6 aus (Garey and Powell, 1971; Lund and Mustari, 1977). Projektionen zu anderen 
kortikalen und subkortikalen Arealen werden als extrinsische Verbindungen bezeichnet. Man 
unterscheidet in eingehende Afferenzen und ausgehende Efferenzen. So terminieren thalamo-
kortikale Afferenzen in Schicht 4 (Götz and Bolz, 1992), während kortiko-fugale Efferenzen von 
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Schicht 6 ausgehen. Außerdem bildet die Schicht 2/3 kortiko-kortikale Kontakte zu ipsi- und 
kontralateralen Arealen aus (Bolz and Gilbert, 1989; Gilbert and Kelly, 1975). 
Zusätzlich zum laminaren Aufbau ist der Kortex in vertikalen Kolumnen organisiert (Mountcastle, 
1997). Neurone einer kortikalen Säule antworten auf gleiche Reizparameter, wie beispielsweise 
auf Farbe und Orientierung eines Lichtreizes im visuellen Kortex (Hubel and Wiesel, 1962). Es 
wurde gezeigt, dass Neurone innerhalb einer Kolumne von derselben kortikalen Vorläuferzelle 
abstammen und während der radialen Migration dieselbe Wegstrecke in die kortikale Platte 
zurücklegen (Kornack and Rakic, 1998; Reid et al., 1995; Torii et al., 2009). Neurone die zum 
selben Zeitpunkt gebildet werden, befinden sich in den kortikalen Schichten nebeneinander, 
während Nervenzellen des gleichen Ursprungs in einer radialen Kolumne übereinander lokalisiert 
sind. Somit spiegelt die Position, Morphologie und Konnektivität eines kortikalen Projektions-
neurons seine spezifische Funktion wieder (McConnell, 1995b). 
 
1.1.2 Die ontogenetische Entwicklung des Neokortex 
Während der Entwicklung des zerebralen Neokortex sind drei relevante Prozesse maßgeblich 
erforderlich: Proliferation, Differenzierung und Migration. Alle kortikalen Projektionsneurone 
gehen aus einem undifferenzierten Neuroepithel (NE), direkt am Ventrikel hervor. Die darin 
enthaltenen neuronalen Stammzellen weisen eine polarisierte Morphologie auf und werden 
daher auch als apikale Vorläuferzellen bezeichnet. Sie besitzen einen ventrikulär verankerten 
apikalen Fortsatz und einen zur Basallamina gerichteten basalen Fortsatz (Fishell and Kriegstein, 
2003; Götz and Huttner, 2005; Kriegstein and Götz, 2003). Die neuroepithelialen Vorläuferzellen 
durchlaufen während des Zellzyklus in der Ventrikularzone (VZ) eine charakteristische, 
interkinetische Nukleusbewegung. Dabei vollziehen die neuroepithelialen Zellen die S-Phase in 
der dorsalen VZ und die Mitose direkt am Ventrikel (Chenn and McConnell, 1995; Farkas and 
Huttner, 2008; Götz and Huttner, 2005). Bevor die ersten Neurone gebildet werden, proliferieren 
die apikalen Stammzellen symmetrisch (Abbildung 2 A) und vergrößern somit die Population 
multipotenter Vorläuferzellen (McConnell, 1995a; Rakic, 1995). Es wird vermutet, dass durch 
diese exponentielle Vergrößerung der Gesamtheit neuroepithelialer Stammzellen die Ausdehnung 
der Kortexoberfläche determiniert wird (Rakic, 1995, 2005). Die generierten neuroepithelialen 
Stammzellen beginnen astrogliale Marker zu exprimieren und transformieren in radiale Gliazellen, 
wobei sie bestimmte Eigenschaften der Neuroepithelzellen, beispielsweise  die radiale 
Ausrichtung, beibehalten (Fishell and Kriegstein, 2003; Götz and Huttner, 2005; Kriegstein and 
Götz, 2003).  
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Abbildung 1: Die kortikalen Schichten werden nach dem inside-out Prinzip gebildet. Die schematische 
Darstellung (A) zeigt einen Koronalschnitt einer embryonalen Hemisphäre an E14,5. Die exzitatorischen 
Projektionsneurone werden in den proliferativen Zonen des dorsalen Telenzephalons generiert und 
wandern radial in den sich entwickelnden Kortex ein (rote Pfeile). Hingegen werden kortikale Interneurone 
im basalen Telenzephalon geboren und wandern tangential in den Neokortex (grüne Pfeile). Eine 
schematische Illustration (B) veranschaulicht die zeitliche Bildung von exzitatorischen Projektionsneuronen 
durch kortikale Vorläuferzellen aus der VZ und SVZ. Die Neurogenese erfolgt in der Maus von Embryonaltag 
12 (E12) bis E18 nach dem inside-out Prinzip. Das bedeutet, dass zuerst die tiefen Schichten gebildet 
werden und nachfolgende Neurone sukzessiv die darüber liegenden kortikalen Schichten besiedeln. 
CP=kortikale Platte, E=Ependym, IMZ=Intermediärzone, MZ=Marginalzone, PP=Präplatte, SP=Subplatte, 
SVZ=Subventrikularzone, VZ=Ventrikularzone, WM=Weiße Substanz. Modifiziert nach Merot et al. (2009). 
 
 
Die Initiation der Neurogenese beginnt mit der Ausbildung der ersten postmitotischen Neurone 
(Takahashi et al., 1996). In der Maus erstreckt sich die Neurogenese von Embryonaltag 12 (E12) 
bis E18 (Merot et al., 2009; Polleux et al., 1997), wobei insgesamt 11 Teilungszyklen durchlaufen 
werden (Kornack and Rakic, 1998). Die ersten postmitotischen Neurone werden zu Beginn der 
Neurogenese durch asymmetrische Teilungen von apikalen Gliazellen generiert. Die daraus 
hervorgegangenen Projektionsneurone wandern radial aus der Ventrikularzone aus und bilden 
darüber die transiente Präplatte (Marin-Padilla, 1971; Rickmann et al., 1977). Nachfolgende 
exzitatorische Neurone migrieren in die embryonale Präplatte ein und spalten diese in die 
Marginalzone (spätere Schicht 1) und die Subplatte (spätere Schicht 6b) auf (Aboitiz et al., 2005; 
Casanova and Trippe, 2006). Anschließend wandern weitere Projektionsneurone zwischen 
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Marginalzone und Subplatte ein und bilden dort die kortikale Platte (CP), welche später die 
laminaren Schichten 2 bis 4 umfasst.  
Der Neokortex entsteht nach dem inside-out Prinzip (Abbildung 1), wonach Neurone, die zur 
frühen Neurogenese geboren werden, die infragranulären Schichten besiedeln, während später 
generierte Nervenzellen sukzessiv die darüber liegenden Schichten ausbilden (Angevine and 
Sidman, 1961; McConnell, 1989; Polleux et al., 1997; Rakic, 1971). Somit wird zuerst die Schicht 6 
generiert und zuletzt Schicht 2. Der Bildungszeitpunkt eines Neurons determiniert demnach die 
spätere Lage und Funktion in den kortikalen Schichten. Zwischen den proliferativen Zonen und 
der kortikalen Platte entsteht die Intermediärzone (IMZ), aus der später die weiße Substanz 
hervorgeht. Hier wachsen die Fasern ein, welche die  kortikalen Areale untereinander verbinden 
und den Thalamus mit dem Kortex verknüpfen. 
Durch die asymmetrische Teilung radialer Gliazellen werden im Verlauf der Neurogenese neben 
postmitotischen Neuronen (Abbildung 2 B) auch intermediäre Vorläuferzellen generiert 
(Abbildung 2 C). Während die apikalen Vorläuferzellen in der VZ lokalisiert sind, verlieren die 
Intermediärzellen ihre ventrikuläre Verankerung und verlagern ihre Zellkörper in die basaler 
gelegene Subventrikularzone (SVZ), wodurch sie auch als basale Vorläuferzellen bezeichnet 
werden (Haubensak et al., 2004; Miyata et al., 2004; Noctor et al., 2004; Smart, 1972). Die 
meisten Intermediärzellen generieren durch terminale symmetrische Zellteilung zwei post-
mitotische Neurone, jedoch existiert auch ein geringer Anteil basaler Vorläuferzellen, welche  
durch symmetrische proliferative Teilung die Population an intermediären Vorläuferzellen 
vergrößern (Götz and Huttner, 2005; Haubensak et al., 2004; Noctor et al., 2004). Es wird 
angenommen, dass die Intermediärzellen im Verlauf der evolutionären Entwicklung des 
Neokortex durch zusätzliche proliferative Teilungen die Anzahl kortikaler Projektionsneurone und 
dadurch die Expansion der supragranulären Schichten in Menschen und anthropoiden Affen 
gesteigert haben (Smart et al., 2002).  
 
 
Einleitung 
 5 
 
Abbildung 2: Radiale Gliazellen generieren kortikale Vorläuferzellen und postmitotische Neurone. Die 
glialen Vorläuferzellen sind in der Ventrikularzone lokalisiert und vergrößern durch symmetrische, 
proliferative Teilung den Vorrat an kortikalen Vorläuferzellen (A). Durch asymmetrische, Teilungen werden 
sowohl postmitotische Neurone (B), als auch basale Vorläuferzellen generiert (C). Diese basalen 
Intermediärzellen residieren in der SVZ und produzieren durch terminale, neurogene Zellteilung 
exzitatorische Projektionsneurone. IPC= Intermediäre Vorläuferzelle, MZ=Marginalzone, RGC=Radiale Glia-
zelle, SVZ=Subventrikularzone, VZ=Ventrikularzone. Modifiziert nach Dehay and Kennedy (2007). 
 
 
1.1.3 Radiale Migration 
Nachdem ein Projektionsneuron den Zellzyklus verlassen hat, beginnt es mit der radialen 
Wanderung in die kortikalen Zielschichten orthogonal zur Kortexoberfläche. Während der frühen 
Neurogenese migrieren die exzitatorischen Nervenzellen Glia-unabhängig durch phasische 
Translokation (Miyata et al., 2001; Nadarajah et al., 2001). Dabei wird zunächst ein Pionierfortsatz 
in Richtung Kortexoberfläche ausgesendet und fixiert, bevor dann der Zellkörper unter sukzessiver 
Verkürzung des entsendeten Fortsatzes nachgezogen wird (Book and Morest, 1990; Morris et al., 
1998). Während der späteren Kortikogenese dominiert die gliophile Migration, welche auch als 
Lokomotion bezeichnet wird. Dabei dient der basale Fortsatz radialer Gliazellen als Gerüst, 
entlang dessen sich postmitotische Projektionsneurone mit dem gesamten Zellkörper entlang zur 
kortikalen Platte bewegen (Nadarajah, 2003; Rakic, 1972). Auch diese Bewegungsform verläuft 
phasisch, wobei wieder ein leitender Fortsatz entlang der glialen Struktur ausgesendet und fixiert 
wird, bevor das Nachziehen des Zellkörpers erfolgt (Cooper et al., 2008). 
Es sind bereits verschiedene Faktoren bekannt, die den Prozess der radialen Migration steuern.  
Beispielsweise regulieren die Präplatte und ihre Derivate die Morphologie radialer Gliafasern und 
die axonale Wegfindung, wodurch die neuronale Migration beeinflusst wird (Super et al., 1998).  
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1.2 Organisation und Entwicklung des Thalamus 
Der Thalamus wird auch als „Tor des Bewusstseins“ bezeichnet, da alle sensorischen Projektionen 
aus der Peripherie, mit Ausnahme des olfaktorischen Systems, über den Thalamus zum Kortex 
ziehen (Blackshaw et al., 2010). Als größter Bereich des Dienzephalons geht er aus dem dorsalen 
Teil des Neuroepithels hervor, welches den dritten Ventrikel umsäumt. Der Thalamus besteht aus 
einer Vielzahl von Kerngebieten, welche hinsichtlich ihrer Packungsdichte, Lokalisation, 
Morphologie und zellulären Zusammensetzung unterschieden werden. Weiterhin werden die 
Kerngebiete aufgrund ihrer Konnektivität mit dem Kortex in spezifische und unspezifische 
Thalamuskerne zusammengefasst. Spezifische Kerne projizieren zu distinkten Arealen auf der 
Großhirnrinde und erhalten eine starke Rückprojektion aus diesen Bereichen. Dagegen weisen 
unspezifische Thalamuskerne keine, oder lediglich eine schwache direkte Verbindung zum Kortex 
auf, die nicht auf spezifische Areale beschränkt ist.  
Während der thalamischen Entwicklung erfolgt in der Maus ab E11 zunächst die Proliferation und 
Spezifizierung des Neuroepithels. Durch Neurogenese der kernspezifischen Zellen werden erste 
postmitotische Neurone geboren, welche in die Mantelzone des sich entwickelnden Thalamus 
migrieren (Altman and Bayer, 1988) und dadurch ein morphologisch undifferenziertes, pro-
nukleäres Gewebe formen. Erst durch die Bildung von bidirektionalen Projektionen mit dem 
Kortex werden die Thalamuskerne vollständig differenziert, wobei dieser Prozess zum Teil 
aktivitätsabhängig ist (Molnar and Blakemore, 1995). Die thalamokortikale Projektion erfolgt 
topographisch, was bedeutet, dass die Nachbarschaftsbeziehungen der thalamischen Kerne von 
den auswachsenden Fasern im Kortex beibehalten werden (Caviness and Frost, 1980; Crandall 
and Caviness, 1984; Garel and Rubenstein, 2004).  
Faszikulierte, thalamokortikale Axone wachsen zwischen E11 und E12 ventral aus dem sich 
entwickelnden Thalamus heraus und überqueren in einer 90°-Drehung die Grenze zwischen 
Dienzephalon und Telenzephalon (Molnar, 2000). Nachdem die Axone das ventrale Telenzephalon 
durchquert haben, erreichen sie die palliale-subpalliale Grenze, wo sie auf kortikofugale Fasern 
treffen, welche wiederum in den Thalamus projizieren. Verschiedene Signalmoleküle und Trans-
kriptionsfaktoren wurden bereits identifiziert, welche den auswachsenden Axonen den Weg 
weisen. So sind Oberflächenmoleküle wie Ephrine, Semaphorine oder Cadherine an der 
Wegfindung der thalamischen Axone beteiligt (Bolz et al., 2004; Lopez-Bendito and Molnar, 2003), 
aber auch Transkriptionsfaktoren wie Pax6 und Emx2 scheinen eine Rolle zu spielen (Lopez-
Bendito et al., 2002; Pratt et al., 2002). Weiterhin wird in der „handshake Hypothese“ vermutet, 
das sich die Axone aus dem Thalamus und der kortikalen Platte an der pallialen-subpallialen 
Grenze vermischen und dann entlang der bereits bestehenden Fasern in das jeweilige Zielgebiet 
einwandern (Molnar et al., 1998a). Ob die Axone jedoch tatsächlich das Gerüst der bereits 
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vorhandenen Fasern benötigen, oder ob sie dagegen zellautonom den Weg zum jeweiligen 
Zielgebiet finden, ist bis jetzt noch nicht ausreichend erforscht. 
An E13 erreichen erste thalamokortikale Fasern in der Maus den dorsolateralen Kortex, wo sie 
tangential in die Intermediärzone einwachsen (Auladell et al., 2000). An E14 haben zahlreiche 
thalamischen Axone ihre finale arealspezifische Position unterhalb der CP erreicht (Price et al., 
2006) und beginnen mit der Invasion der Subplatte, wo die thalamischen Axone in Primaten und 
Katzen eine Warteperiode einlegen (Ghosh and Shatz, 1992; Rakic, 1977). Bereits an E15 sind 
erste Fasern in der kortikalen Platte nachweisbar (Auladell et al., 2000), die Mehrheit der Axone 
wächst jedoch erst an E18 in die CP ein (Molnar et al., 1998b). 
 
1.3 Das Eph/Ephrin-System 
1.3.1 Aufbau und Funktion von Ephrinen und Eph-Rezeptoren 
Eph-Rezeptortyrosinkinasen und ihre membrangebundenen Liganden, die Ephrine, werden 
weitläufig im embryonalen Gehirn exprimiert (Liebl et al., 2003; Niehage, 2008; Peuckert et al., 
2008; Yun et al., 2003). Sie regulieren eine Vielzahl entwicklungsrelevanter Prozesse, zu denen 
Synaptogenese, axonale Lenkung und Wegfindung migrierender Interneurone gehören (Castellani 
and Bolz, 1997; Flanagan and Vanderhaeghen, 1998; Knoll and Drescher, 2002; Kullander and 
Klein, 2002; Pasquale, 2005; Rudolph et al., 2010; Zimmer et al., 2011). Sie wirken 
verzweigungsfördernd auf thalamische Afferenzen (Castellani and Bolz, 1996; Uziel et al., 2008) 
und sind in die Regulation von Apoptose, Proliferation und Differenzierung involviert (Depaepe et 
al., 2005; North et al., 2009; Park et al., 2013; Qiu et al., 2008). Weiterhin ist bekannt, dass sie die 
adhäsiven Eigenschaften kortikaler Zellen beeinflussen (Holmberg and Frisen, 2002; Zimmer et al., 
2007) und die topographische Formierung des zerebralen Kortex regulieren (Bolz et al., 2004; 
Kullander and Klein, 2002; Pasquale, 2005).  
Es sind bereits 15 Eph-Rezeptortyrosinkinasen und 9 Ephrin-Liganden identifiziert worden, die 
aufgrund von Sequenzhomologien und verschiedenen Bindungsaffinitäten in zwei Klassen 
eingeteilt werden (Gale et al., 1996; Abbildung 3). Während Ephrine der Klasse A mittels 
Glykosylphosphatydylinositol (GPI) in der Membran verankert sind, weisen Ephrine der Klasse B 
eine Transmembranregion, sowie eine cytoplasmatische Domäne mit PDZ-Bindemotiv auf (Song 
et al., 2002; Torres et al., 1998). Eph-Rezeptortyrosinkinasen haben eine extrazelluläre, N-
terminale Domäne, welche die spezifische Ligandenbindung ermöglicht (Labrador et al., 1997). 
Außerdem besitzen sie eine Cystein-reiche Region und zwei Typ II Fibronektin- Domänen, welche 
die Interaktion mit weiteren Proteinen vermitteln (Dalva et al., 2000).  
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Abbildung 3: Schematischer Aufbau von Eph-Rezeptoren und Ephrinen. Ephrine und ihre Rezeptoren stellen 
membrangebundene Proteine dar. Ephrin-Liganden unterscheiden sich hinsichtlich ihrer Verankerung in der 
Zellmembran. Während B-Ephrine eine Transmembrandomäne mit cytoplasmatischem Bereich aufweisen, 
sind A-Ephrine über Glykosylphosphatydylinositol (GPI) in der Zellmembran verankert. Modifiziert nach 
Aoto and Chen (2007). 
 
 
Eph-Rezeptortyrosinkinasen stellen monomere Rezeptoren dar, die nach Ligandenbinding 
dimerisieren und sich gegenseitig phosphorelieren. Dazu weisen Eph-Rezeptoren ein stark 
konserviertes juxtamembranales Motiv sowie eine Kinase-Domäne auf, welche für die 
Autophosphorelierung benötigt werden. Abschließend besitzen Eph-Rezeptoren eine C-terminale 
SAM-Domäne, über welche Dimere und Oligomere agglomeriert werden und ein PDZ-Domäne zur 
Bindung weiterer Proteine, welche die Signaltransduktion modulieren können (Kullander and 
Klein, 2002; Pasquale, 2008; Torres et al., 1998). 
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1.3.2 Interaktionen und Signaltransduktion von Eph-Rezeptoren und Ephrinen 
Sowohl die Ephrine, als auch Eph-Rezeptoren sind membranständige Proteine, deshalb ist für eine 
Interaktion ein direkter lokaler Zell-Zell-Kontakt notwendig (Davis et al., 1994). Eph-Rezeptor-
tyrosinkinasen binden ihre Ephrin-Liganden mit unterschiedlicher Präferenz (Abbildung 4). 
Generell binden Liganden des B-Systems an EphB-Rezeptoren und A-Ephrine an Rezeptoren des 
A-Systems, jedoch sind auch klassenübergreifende Interaktionen und Einschränkungen bekannt 
(Flanagan and Vanderhaeghen, 1998; Gale et al., 1996). So kann EphA4 ebenfalls klassen-
übergreifend EphrinB2 und EphrinB3 binden. Auch eine Aktivierung von EphB2 durch EphrinA5 
wurde bereits beschrieben. Im Gegensatz dazu ist eine Aktivierung von EphA1 lediglich durch die 
Interaktion mit EphrinA1 möglich (Flanagan and Vanderhaeghen, 1998; Gale et al., 1996; Himanen 
et al., 2004). Weiterhin binden die Ephrine mit unterschiedlichen Affinitäten an ihre Rezeptoren. 
So bindet EphrinA5 beispielsweise deutlich schwächer an EphA3 als an EphA4 und EphA5 
(Monschau et al., 1997). 
 
 
 
Abbildung 4: Sequenzhomologien und Bindungspräferenzen von Eph-Rezeptoren und Ephrinen. Neben 
promiskuitiven Bindungen innerhalb einer Klasse (schwarze Pfeile) sind auch klassenübergreifende 
Interaktionen (grüne Pfeile) und Einschränkungen (roter Pfeil) bekannt. Modifiziert nach Martinez and 
Soriano (2005). 
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Eine Besonderheit der Eph/Ephrin-Interaktion ist, dass eine bidirektionale Signaltransduktion 
möglich ist. Durch Rezeptor/Liganden-Interaktionen können ein forward signaling in der 
Rezeptor-tragenden Zelle ausgelöst werden, sowie ein reverse signaling in der Liganden-
tragenden Zelle (Knoll and Drescher, 2002; Kullander and Klein, 2002; Murai et al., 2003; 
Wilkinson, 2001). Beim reverse signaling führt die Rezeptorbindung bei B-Liganden zur 
Phosphorylierung der zytoplasmatischen Domäne, wodurch eine Signalkaskade in der Liganden-
tragenden Zelle ausgelöst wird. Obwohl A-Ephrine keine intrazelluläre Domäne aufweisen gibt es 
Hinweise, dass diese mit Hilfe eines transmembranalen Adaptorproteins ein reverse signaling 
initiieren können (Anderson, 1998; Davy et al., 1999). 
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2 Zielstellung 
 
Die Balance zwischen Proliferation und Differenzierung kortikaler Vorläuferzellen wird von 
verschiedenen intrinsischen und extrinsischen Faktoren beeinflusst und schon geringe 
Abweichungen können zerebrale Fehlbildungen und Neurodegeneration zur Folge haben (Chenn, 
2008; Kuida et al., 1998; Rakic, 2009). Vorrangegangene Experimente haben bereits gezeigt, dass 
EphrinA5-defiziente Mäuse eine Verschiebung der kortikalen Schichtung aufweisen, was mit einer 
veränderten Proliferation der kortikalen Vorläuferzellen assoziiert ist (Gerstmann et al., 2010). 
Dieser Phänotyp ist aus pathologischer Sicht interessant, weil Veränderungen der kortikalen 
Organisation und Zytoarchitektur ebenfalls mit mentalen Erkrankungen assoziiert sein können 
(Jakob and Beckmann, 1994; Parlapani et al., 2009). Da bisher nur wenig über die Bedeutung von 
Ephrinen auf die kortikale Schichtenbildung bekannt ist, sollte in der vorliegenden Arbeit der 
Einfluss des Signalmoleküls EphrinA5 auf die Ausbildung der laminaren Organisation anhand einer 
loss of function Mausmutante untersucht werden. 
 
2.1 Vergleichende Charakterisierung der Proliferation und Identität kortikaler Vorläuferzellen in 
EphrinA5-defizienten Mäusen und Kontrolltieren 
Vorrangegangene Experimente haben bereits Hinweise geliefert, dass die Schichtenverschiebung 
in EphrinA5-defizenten Mäusen durch eine veränderte Proliferation der kortikalen Vorläuferzellen  
verursacht wird. Daher war es ein Ziel dieser Arbeit, mögliche proliferative Unterschiede in 
EphrinA5-knockout Mäusen zu identifizieren und genauer zu charakterisieren. Dazu sollte mit 
Hilfe spezifischer immunhistochemischer Markierungen die Anzahl und Verteilung apikaler und 
basaler Vorläuferzellen analysiert werden. Weiterhin sollte die Anzahl an kortikalen Vorläufer-
zellen ermittelt werden, die während der Bildung der infra- und supragranulären Schichten den 
Zellzyklus verlassen und ausdifferenzieren. Zudem sollte der Einfluss von E§phrinA5 auf den 
Teilungsmodus kortikaler Vorläuferzellen und die Identität der resultierenden Tochterzellen 
untersucht werden.  
 
2.2 Identifizierung des Effekt-vermittelnden Rezeptors 
Eine Fragestellung, die es zu beantworten galt, war, welche Eph-Rezeptortyrosinkinase durch 
EphrinA5-Bindung den Effekt vermittelt. Mittels in situ Hybridisierungen sollten zunächst 
potentielle EphrinA5-Interaktionspartner identifiziert werden, die von kortikalen Vorläuferzellen 
exprimiert werden. Durch immunhistochemische Markierungen, RT-PCR und Bindungsstudien 
sollte dann die Expression verifiziert und die mögliche EphrinA5-induzierte Aktivierung des 
Rezeptors analysiert werden. 
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2.3 Charakterisierung des Mechanismus der Rezeptor/Liganden-Bindung 
Ein Ziel dieser Arbeit war es zu charakterisieren, wie eine lokale Interaktion von EphrinA5 und 
EphA4 im sich entwickelnden Nekortex möglich wird, da die membrangebundenen Interaktions-
partner in unterschiedlichen Bereichen des embryonalen Gehirns gebildet werden. Dazu wurde 
zunächst mittels in situ Hybridisierung und RT-PCR an kortikalen Einzelzellen die Expression von 
Rezeptor und Ligand untersucht. Durch Bindungsstudien, in situ Hybridisierung, immunhisto-
chemische Markierungen und Tracing Experimente sollte außerdem ermittelt werden, ob 
EphrinA5 von thalamischen Fasern exprimiert wird und ob die thalamokortikale Projektion den 
Liganden während der Neurogenese in den sich entwickelnden Neokortex importiert. 
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3 Material und Methoden 
 
Alle verwendeten Geräte, Materialien und chemische Substanzen sind im Anhang 9.2.1 
aufgelistet. Die Zusammensetzung der Puffer, Medien und Stammlösungen ist ebenfalls im 
Anhang unter 9.2.4 aufgeführt. 
 
3.1 Verwendete Organismen 
3.1 1 Versuchstiere, Haltung und Verpaarung 
In der vorliegenden Arbeit wurden Mäuse (Mus musculus) des wildtypischen Stammes C57BL/6J 
(Wildtyp, WT) und EphrinA5-defiziente Versuchstiere (efnA5 ko, KO) verwendet (Knoll et al., 
2001). Die transgenen Tiere weisen im Exon 2 des EphrinA5-Gens eine Deletion von 280 bp auf, 
welche eine Verschiebung des Leserahmens und dadurch ein inaktives Genprodukt verursacht. 
Weiterhin wurden EphA4-PLAP Mäuse (EphA4 ko) verwendet (Leighton et al., 2001). Die Haltung 
und Zucht erfolgte unter Standardbedingungen bei 21 °C und einem konstanten 12 h Hell-Dunkel-
Rhythmus, mit freiem Zugang zu Futter und Trinkwasser. Zur Altersbestimmung der Embryonen 
wurden die Mäuse über Nacht (ü.N.) verpaart, wobei der Folgetag als Embryonaltag 1 (E1) 
definiert wurde. Durch regelmäßiges Ermitteln des Gewichts konnte festgestellt werden, ob eine 
Schwangerschaft vorliegt. Der Tag der Geburt wurde als Postnataltag 1 (P1) festgelegt. Haltung 
und experimentelle Handhabung erfolgten unter tierschutzrechtlichen Bedingungen im 
Einverständnis der Friedrich-Schiller Universität und des Universitätsklinikums Jena. 
 
3.1.2 Wirtsbakterien 
Zur Amplifizierung von Plasmid-DNA wurden chemisch kompetente Wirtsbakterien (Escherichia 
coli) des Stammes DH5α (Invitrogen) verwendet. Dieser Stamm gewährleistet durch eine 
Rekombinationsdefizienz (recA1-) die Stabilität des Inserts und eine Deletion der DNA-spezifischen 
Endonuklease I (endA1-) sorgt für eine größere Ausbeute und Qualität der präparierten Plasmide. 
Die Bakterien wurden als Glycerinkultur bei -80 °C gelagert. 
 
3.2 Zellbiologische Methoden 
Die Isolation und Präparation des murinen Gehirngewebes erfolgte unter sterilen Bedingungen 
unter einer Laminarbox. Alle verwendeten Geräte, Pufferlösungen, Medien und sonstigen 
Hilfsmittel wurden desinfiziert beziehungsweise keimfrei hergestellt. Die Arbeitsflächen, das 
verwendete Präparationsbesteck und Pipetten wurden vor dem Gebrauch sorgfältig mit 70 % 
Ethanol (EtOH) gereinigt, Puffer und Materialien aus Kunststoff 20 min bei 121 °C autoklaviert 
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sowie Glasgeräte 6 h bei 180 °C gebacken. Zusätzlich wurden sterile Einweg-Materialien 
verwendet. Die Kultivierung der Primärkulturen erfolgte unter humiden Bedingungen bei 37 °C 
und 5 % CO2–Atmosphäre. Am Folgetag wurde stets das alte Medium durch frisches, vorge-
wärmtes Kulturmedium (37 °C) ersetzt. 
 
3.2.1 Beschichten der Deckgläschen mit homogenem Substrat 
Um eine flexible Handhabung zu gewährleisten, erfolgte die Kultivierung kortikaler Einzelzellen 
und thalamischer Explantate auf rechteckigen Deckgläschen (18 x 18 mm). Um Adhäsion und 
Auswachsen der kultivierten Zellen und Axone zu gewährleisten, wurden die Deckgläschen 
beschichtet. Dazu mussten sie zunächst entfettet und gereinigt werden, indem sie 10 min in 70 % 
EtOH gekocht wurden. Nach Abdampfen des Alkohols unter der Sterilbank, erfolgte eine 
Sterilisation für 6 h bei 180 °C. Die so vorbereiteten Deckgläser wurden stets vor Beginn des 
Versuchs frisch beschichtet. Dazu erfolgte eine Inkubation mit 19,5 µg/ml Laminin (Gibco) und 
5 µg/ml Poly-L-Lysin (Gibco) in GBSS für 30 min bei 37 °C im Brutschrank, wobei 100 µl dieser 
Lösung zwischen zwei Deckgläschen geschichtet wurden. Vor Gebrauch wurden die Deckgläschen 
in bidestilliertem Wasser (H2Odd) gewaschen und unter der Sterilbank getrocknet. 
 
3.2.2 Organentnahme und Präparation von Gehirngewebe 
Zur Entnahme der Embryonen wurde das Muttertier mit einer Überdosis (1 ml) 10 %igen 
Chloralhydrats intraperitoneal betäubt und nach Ausbleiben des Schmerzreflexes wurde der 
Uterus entnommen. Anschließend erfolgte die Tötung des adulten Tieres durch Dekapitation. Die 
Gehirne der entnommenen Embryonen wurden in eiskaltem GBSS/0,65 % Glucose heraus-
präpariert. Je nach Versuchsablauf wurde das gesamte embryonale Gehirn verwendet, oder die 
gewünschte Region mit Hilfe einer zurechtgeschnittenen Rasierklinge (ca. 0,5 cm; Wilkinson) in 
einem Klingenhalter (INSTO) herausgeschnitten und für die anschließende Verwendung in 
eiskaltem GBSS/0,65 % Glucose gesammelt. 
 
3.2.3 Herstellung und Kultivierung kortikaler Einzelzellen 
Für die Herstellung dissoziierter Einzelzellen (Zimmer et al., 2007) wurden die embryonalen 
Gehirne an E14,5 und E16,5 isoliert, der somatosensorische Kortex präpariert und in 1 ml eis-
kaltem GBSS/0,65 % Glucose gesammelt. Anschließend wurde das embryonale Gewebe durch die 
Zugabe von 0,05 % Trypsin 17 min bei 37 °C enzymatisch vereinzelt. Um die Trypsinierung zu 
inhibieren, wurde das Enzymgemisch vorsichtig abgenommen und 1 ml Einzelzellmedium mit 
10 % FBS hinzugegeben. Anschließend erfolgte eine mechanische Vereinzelung durch mehr-
maliges Aufziehen der Zellsuspension mit einer abgerundeten Pasteuerpipette. Verbliebene 
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Zellaggregate wurden mittels Filtration durch ein Nylonnetz (Maschengröße 180 µm x 180 µm; 
Millipore) entfernt. Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte mit Hilfe einer Neubauer-Kammer und 
wurde nach folgender Formel berechnet: 
 
Zellzahl/ml = MW Zellzahl/Großquadrat x Verdünnungsfaktor-1 x 104 
 
Für immunhistochemische Markierungen und Bindungsstudien wurden die Zellen in einer Dichte 
von 300 Zellen/mm2 auf die beschichteten Deckgläschen aufgebracht. Nach ca. 30 min waren die 
Zellen adhäriert und wurden für 1 Tag (1div) in Einzelzellmedium bei 37 °C und 5 % CO2 kultiviert. 
Anschließend erfolgte entweder die Stimulation mit rekombinantem EphrinA5-Fc oder Kontroll-Fc 
für 3 h (siehe 3.2.7) oder die Fixation in 4 % PFA/PBS. 
 
3.2.4 Pair-cell Assay 
Für den funktionellen Teilungsversuch erfolgte die Herstellung dissoziierte Einzelzellen aus dem 
somatosensorischen Kortex wie unter 3.2.3 beschrieben. Jedoch wurden die kortikalen Einzel-
zellen in einer Dichte von 50 Zellen/mm2 auf die beschichteten Deckgläschen aufgebracht und für 
genau 24 Stunden (24 hiv) in Differenzierungsmedium kultiviert. Das Medium war dabei entweder 
mit 5 µg/ml rekombinantem EphrinA5-Fc oder mit Kontroll-Fc versetzt, welche zuvor 30 min bei 
Raumtemperatur (RT) mit einem Alexa488-konjugierten Antikörper agglomerierten (siehe 3.2.7). 
Nach der Kultivierung für 24 hiv bei 37 °C und 5 % humider CO2–Atmosphäre folgte die Fixierung 
in 4 % PFA/PBS und anschließend eine immunhistochemische Markierung gegen Nestin und 
βIII-Tubulin. 
 
3.2.5 Anfertigung organotypischer Schnittkulturen 
Für die Herstellung lebender Schnittkulturen (Zimmer et al., 2011) wurden die isolierten 
embryonalen Gehirne (E14,5) zunächst in 4 % low-melt Agarose (Sigma) eingebettet und dann bis 
zum Aushärten der Agarose bei 4 °C aufbewahrt. Im Anschluss erfolgte die Anfertigung von 
300 µm Koronalschnitten am Vibratom VT100S (Leica) in eiskaltem, unsterilem Krebspuffer. Die 
Schnitte wurden in eiskaltem postholding buffer gesammelt, anschließend auf Polycarbonat-
Membranen (Porengröße 0,1 µm; Sabeu GmbH) aufgezogen und dann in serumfreiem Neuro-
basalmedium bei 37 °C und 5 % CO2 kultiviert. Es folgte entweder die Stimulation mit 
rekombinantem EphrinA5-Fc im Medium (siehe 3.2.7) oder es wurden EphrinA5-Fc-beschichtete 
Agarosekugeln in der kortikalen Platte platziert.  
Die Agarosekugeln (Santa Cruz Biotechnology) wurden mehrmals in PBS gewaschen und dann 
über Nacht bei 4 °C mit 5 µg/ml rekombinantem EphrinA5-Fc (R&D-Systems) inkubiert. Bevor die 
Agarosekugeln in die CP der Schnittkulturen EphrinA5-defizienter Mäuse platziert wurden, 
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mussten sie wieder mehrmals in eiskaltem PBS gewaschen werden. Nach 2 div folgte die Fixation 
in 4 % PFA/PBS und eine immunhistochemische Markierung gegen Tbr2 (siehe 3.3.4.2). 
 
3.2.6 Kultivierung thalamischer Explantate 
Für die Herstellung thalamischer Explantate (Ruediger et al., 2013) wurden zunächst  Vibratom-
schnitte von embryonalen Gehirnen an E14,5 agefertigt, wie unter 3.2.5 beschrieben ist. Mit Hilfe 
einer zurechtgeschnittenen Rasierklinge (ca. 0,5 cm; Wilkinson) in einem Klingenhalter (INSTO) 
wurde der Thalamus aus den Schnittkulturen herauspräpariert und in sterilem Krebspuffer bei 
4 °C gesammelt. Die Thalami wurden manuell in kleine Explantate gehackt und dann mittels einer 
Pipette in MZ-Medium überführt und vereinzelt. Während einer 2-stündigen Inkubation bei 37 °C 
und 5 % CO2 rundeten sich die Explantate ab und wurden im Anschluss auf beschichteten 
Deckgläschen kultiviert. Dazu wurde ein einzelnes beschichtetes Deckglas (siehe 3.2.1) in einer 
Petrischale (Ø 35 mm) platziert, mit 200 µl Medium bedeckt und für mindestens 10 min im 
Brutschrank inkubiert. Anschließend wurde das Medium durch Schwenken homogen verteilt und 
dann mit Hilfe einer Pipette 25-30 Explantate pro Deckglas aufgebracht und verteilt. Dabei war es 
entscheidend, nicht die Beschichtung zu zerkratzen und zu vermeiden, dass die Explantate 
austrocknen. Die thalamischen Explantate adhärierten 20 min im Brutschrank, bevor die 
Petrischale mit 1 ml MZ-Medium aufgefüllt wurde und die Inkubation über 1 div bei 37 °C und 5 % 
CO2 erfolgte. 
 
3.2.7 Stimulation mit rekombinanten Proteinen 
An dissoziierten Einzelzellen sowie organotypischen Schnittkulturen an E14,5 + 1 div wurden 
Bindungsstudien mit rekombinantem EphA3-Fc oder EphrinA5-Fc durchgeführt. Außerdem 
wurden thalamische Axone an E14,5 + 1 div mit rekombinantem EphA3-Fc stimuliert. Dazu wurde 
jeweils 5 µg/ml rekombinantes EphrinA5-Fc, EphA3-Fc (R&D Systems) oder Kontroll-Fc (Alexis 
Biochemicals) mit 20 µg/ml Alexa488 konjugiertem oder unmarkierten anti human-Fc Antikörper 
(Invitrogen) für 30 min bei RT geclustert und anschließend in das Kulturmedium gegeben. Nach 
einer Inkubation für 3 h bei 37 °C und 5 % CO2 wurden die Explantate in 37 °C warmen PBS 
gewaschen und anschließend mit 4 % PFA/PBS fixiert. 
 
3.2.8 Nukleinsäurefärbung mit Syto14® 
Zur Visualisierung der Nukleinsäuren in thalamischen Explantaten wurde eine Färbung mit dem 
Farbstoff Syto14® (Invitrogen) durchgeführt. Dieser fluoreszente Marker interkaliert in Nuklein-
säuren lebender Zellen. Dabei ist die Signalintensität um ein sechsfaches stärker, wenn der 
Farbstoff mit RNA interagiert (Knowles et al., 1996). Um die Nukleinsäuren in den thalamischen 
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Explantaten anzufärben, wurden diese 3 h vor der Fixation mit 5 µg/ml Syto14® im Kulturmedium 
bei 37 °C und 5 % CO2 inkubiert, anschließend mit 37 °C warmen PBS gewaschen und mit 
4 % PFA/PBS fixiert. 
 
3.3 Immunhistochemische Methoden 
3.3.1 Injektion von BrdU 
Zur vergleichenden Untersuchung der Proliferation in WT und EphrinA5-ko Mäusen wurde zeitlich 
verpaarten Mäusen 50 mg/kg des Teilungsmarkers BrdU (Sigma) intraperitoneal injiziert. Das 
verwendete BrdU lag in einer Stammlösung von 10 mg/ml in 0,007 N NaOH vor und die Lagerung 
des Thymidinanalogons erfolgte bei –20 °C. 
 
3.3.2 Perfusion postnataler Versuchstiere 
Für die immunhistochemische Analyse der kortikalen Schichten wurden die adulten Versuchstiere 
an P37 transkardial perfundiert. Dazu wurden die Mäuse zunächst mit 200 µl 10 % Chloralhydrat 
anästhesiert. Nach Ausbleiben des Schmerzreflexes wurde das Herz vom Brustkorb her frei 
präpariert, indem Bauchfell und Brustkorb vorsichtig aufgeschnitten und entfernt wurden. In die 
linke Herzkammer wurde eine Kanüle (Ø 0,7 mm; Stericon) eingeführt, durch die zunächst 10 min 
mit PBS und danach 20 min mit 4 % PFA/PBS perfundiert wurde, wobei die rechte Herzkammer 
angeschnitten wurde, damit die Flüssigkeit ablaufen konnte. Ein Indikator für eine gelungene 
Perfusion war, wenn die Mäuse durch die Fixation fest wurden. Versuchstiere, die diese 
Veränderung nicht aufwiesen, wurden nicht zur immunhistochemischen Untersuchung weiter-
verwendet. Nach der Perfusion erfolgten die Dekapitation und Präparation des adulten Gehirns. 
Dabei wurde zunächst die Kopfhaut entfernt und dann durch einen rostralen Schnitt vom 
Hinterhauptsloch der Schädel an der Mittellinie geöffnet. Die Schädelplatte wurde anschließend 
mit zwei Pinzetten vorsichtig entfernt und das adulte Gehirn mit einem Spatel herausgenommen. 
Vor dem Einfrieren wurde das isolierte Gehirn nochmals 3-4 h in 4 % PFA nachfixiert, bevor es 
anschließend in PBS gewaschen und jeweils ü.N. in 15 % Sucrose und dann in 30 % Sucrose 
inkubiert wurde. Danach erfolgten ein schnelles Einfrieren mit flüssigem N2 und die Lagerung bei 
-80 C. 
 
3.3.3 Herstellung von Gefrierschnitten 
Für die immunhistochemischen Markierungen wurden Gefrierschnitte von eingefrorenem 
Gewebe mit einem Kryotom CM1900 (Leica) hergestellt. Dabei erfolgte das Aufblocken der 
fixierten Gehirne bei -20 °C mit Tissue Tek® (Sakura). Anschließend wurden 20 µm dicke 
alternierende Koronalschnitte von anterior nach posterior bei -20 °C angefertigt, die auf 
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Superfrost-Objektträger (Thermo Scientific) aufgezogen wurden. Die Schnitte trockneten 2 h bei 
RT, bevor sie bei –20 °C bis zum weiteren Gebrauch lagerten. Die Schnitte für die in situ 
Hybridisierung (ISH) wurden zum Schutz vor RNA-Degradation auf einer Heizplatte bei 55 °C 
getrocknet und anschließend bei -80 °C gelagert. 
 
3.3.4 Immunhistochemische Markierung 
Für die immunhistochemische Markierung wurde stets fixiertes Gewebe verwendet. Als 
Waschlösung diente PBS/0,2 % TritonX und alle Schitte wurden, soweit nicht anders angegeben, 
bei RT durchgeführt. Die verwendeten primären Antikörper sind der Tabelle 6 (Anhang 9.2.2) zu 
entnehmen. Die genutzten sekundären Antikörper sind in Tabelle 7 (Anhang 9.2.2) aufgelistet. Die 
Antikörper wurden stets in Blockierlösung (10 % ZNS, 4 % BSA in 1X PBS/0,2 % TritonX) auf ihre 
Endkonzentration verdünnt. Die Inkubation mit dem sekundären Antikörper und DAPI erfolgte 
unter abgedunkelten Bedingungen, um Ausbleichen des Fluorophors zu vermeiden. Bei 
immunhistochemischen Doppelmarkierungen wurden die jeweils verwendeten primären 
beziehungsweise sekundären Antikörper als Mix verwendet. Die Lagerung der Präparate erfolgte 
angedunkelt bei 4 °C. 
 
3.3.4.1 Immunhitsochemische Markierung in Gefrierschnitten 
Die 20 µm dicken Gefrierschnitte wurden 15 min bei RT aufgetaut und im Folgenden dreimal 
10 min bei RT in PBS/0,2 % TritonX (Waschpuffer) gespült. Um eine unspezifische Bindung der 
verwendeten Antikörper zu verhindern, erfolgte anschließend eine zweistündige Blockierung bei 
RT in Blockierlösung und anschließend die Inkubation ü.N. bei RT mit dem primären Antikörper in 
einer feuchten Kammer. Nach der Inkubation mit dem primären Antikörper wurden die Schnitte 
wieder dreimal mit dem Waschpuffer gespült und dann 2 h bei RT mit dem sekundären 
Antikörper in einer abgedunkelten, feuchten Kammer inkubiert. Es erfolgten drei weitere 
Waschschritte (10 min) und eine Inkubation mit DAPI (100 ng/ml in PBS; Molecular Probes) für 15 
min bei RT. Die Schnitte wurden mit H2Odd gespült und in Mowiol (Roth) eingebettet. 
Um BrdU zu markieren, mussten die Schnitte vor der Blockierung 30 min bei 37 °C in 2 N HCl 
inkubiert, und anschließend dreimal 10 min in Waschpuffer gespült werden. Danach erfolgte die 
Inkubation mit dem primären Antikörper wie bereits beschrieben. 
 
3.3.4.2 Immunhistochemische Markierung an organotypischen Schnittkulturen 
Die kultivierten Vibratomschnitte wurden zunächst 1,5 h bei RT in 4% PFA/PBS fixiert und 
anschließend dreimal 30 min in PBS gespült. Alle weiteren Schritte der immunhistochemischen 
Markierung erfolgten in einer Petrischale (Ø 35 mm) auf einem Orbitalschüttler KS260 basic (IKA) 
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bei 50 rpm. Nach dreimaligem Waschen (30 min) erfolgte die Blockierung für 2 h und die 
Inkubation mit dem primären Antikörper ü.N. bei RT. Anschließend wurden die Vibratomschnitte  
wieder dreimal 30 min gewaschen und anschließend 4 h bei RT mit dem sekundären Antikörper 
inkubiert. Nach weiteren drei Waschschritten (30 min) wurden die Schnitte auf Objektträgern in 
Mowiol eingebettet. 
 
3.3.4.3 Immunzytochemische Markierung an kortikalen Einzelzellen 
Die kultivierten Einzelzellen wurden nach einer zehnminütigen Fixation mit 4 % PFA/PBS dreimal 
10 min in PBS, und dann dreimal 10 min in Waschpuffer gespült. Alle Waschschritte, sowie die 
Fixation erfolgten in einer Petrischale (Ø 35 mm). Es folgte die Blockierung für 1 h bei RT und die 
Inkubation mit dem primären Antikörper ü.N. in einer feuchten Kammer. Dann wurden die Zellen 
dreimal 10 min gewaschen und anschließend 2 h bei RT mit dem sekundären Antikörper inkubiert. 
Nach weiteren drei Waschschritte (10 min) erfolgte die Inkubation in DAPI (100 ng/ml in PBS) für 
5 min bei RT. Zum Einbetten wurden die Deckgläschen mit den kortikalen Einzelzellen in H2Odd 
gespült und in Mowiol auf Objektträgern eingebettet. 
 
3.3.5 DiI Tracing-Experimente 
Um die thalamokortikale Projektion im embryonalen Telenzephalon darzustellen, wurden Tracing-
Experimente mit dem lipophilen Farbstoff DiI (1,1´-dioctadecyl-3,3,3´-tetramethyl-indocarbo-
cyanine perchlorate; Molecular probes) durchgeführt. Das fluoreszierende DiI kann im fixierten 
Gewebe sowohl als retrograder, als auch als anterograder Marker eingesetzt werden (Godement 
et al., 1987). Mit Hilfe einer Nadel wurde ein kleiner Kristall DiI aufgenommen und in den 
somatosensorischen Kortex embryonaler WT-Gehirne appliziert, welche zuvor ü.N. in 4 % PFA/PBS 
fixierten. Es folgte eine Inkubation über vier Wochen bei 37 °C in 30 % Sucrose. Während der 
Inkubation dringt der Farbstoff in die angrenzenden Zellen ein, verteilt sich durch Diffusion über 
die Lipidmembran und visualisiert dadurch die gesamte Morphologie einer Zelle. Nach Ablauf der 
vier Wochen wurden die Gehirne in flüssigem N2 eingefroren und koronale Gefrierschnitte 
angefertigt. Diese wurden 15 min bei RT mit DAPI (100 ng/ml in PBS) inkubiert, bevor die Schnitte 
in H2Odd gespült und anschließend in Mowiol eingebettet wurden.  
 
3.4 Molekularbiologische Methoden 
Die Arbeit mit RNA erforderte besondere Maßnahmen, um Degradation durch ubiquitär 
vorkommende RNA-Ribonukleasen (RNasen) zu vermeiden. So standen gesonderte Arbeitsplätze, 
Chemikalien, Geräte und sonstige Hilfsmittel für den Umgang mit RNA zur Verfügung. Eine 
weitere Maßnahme stellte das regelmäßige Wechseln von Handschuhen und Kitteln dar. Um 
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RNase-Kontamination zu vermeiden wurden alle Arbeitsflächen, Geräte und Hilfsmittel sorgfältig 
mit einer Reinigungslösung (100 mM NaOH, 0,5 % SDS) abgewischt. Glas und Metallgeräte 
konnten durch die Behandlung bei 180 °C für 6 h dekontaminiert werden. Flüssigkeiten wurden 
mit 0,1 % Diethylpyrocarbonat (DEPC; Thermo Scientific) versetzt, mindestens 1 h unter einem 
Abzug gerührt und anschließend bei 121 °C für 20 min autoklaviert. Dabei hydrolysierte das DEPEC 
zu EtOH und CO2. Da DEPC eine kovalente Bindung mit primären und sekundären Aminen eingeht, 
wird die Aktivität der RNAsen inhibiert. Deshalb können Lösungen, die Nukleophile enthalten, 
nicht mit DEPC behandelt werden und wurden daher mit DEPC-behandeltem Wasser (H2ODT) 
angesetzt. Um potentielle RNA-Degradation noch zusätzlich zu verringern, wurden alle 
Arbeitsschritte mit RNA, soweit nicht anders beschrieben, auf Eis durchgeführt. 
 
3.4.1 Isolation und Aufreinigung von Nukleinsäuren 
3.4.1.1 Präparation von Gesamt-RNA aus murinem Gewebe 
Um die Expression entwicklungsrelevanter Gene an verschiedenen Entwicklungszeitpunkten zu 
analysieren, wurde die gesamte RNA aus dem somatosensorischen Kortex embryonaler Tiere 
isoliert. Dazu erfolgte zunächst die Präparation der gewünschten Kortexregion, wie unter 3.2.2 
beschrieben. Die entnommen Gewebestücke wurden sofort in 500 µl Trizol® Reagent (Invitrogen) 
transferiert und mithilfe eines Homogenisators zerrieben. Trizol ist ein Gemisch aus Phenol und 
Guanidinium-Isothiocyanat, welches Proteine denaturiert und diese in einen hydrophoben 
Zustand versetzt, wodurch Nukleinsäuren in der wässrigen Phase verbleiben. Durch mehrmaliges 
Aufziehen mit einer Kanüle(Ø 0,6 mm; Stericon) wurde die genomische DNA gescheert. Dann 
folgte eine Zentrifugation für 10 min bei 12000 g und 4 °C. Der Überstand wurde in ein neues 
Reaktionsgefäß überführt und 5 min bei RT inkubiert. Nach der Zugabe von 200 µl eiskaltem 
Chloroform und einer weiteren Zentrifugation für 15 min bei 12000 g und 4 °C konnte eine 
Phasentrennung beobachtet werden. Die RNA ist in der oberen wässrigen Phase zu finden, 
während sich Proteine und DNA in der unteren organischen Phase und Interphase befinden. Die 
obere RNA-haltige Phase wurde in ein neues Reaktionsgefäß überführt und mit 500 µl 
Isopropylalkohol versetzt. Nach einer weiteren Inkubation für 10 min bei RT erfolgte eine erneute 
Zentrifugation bei 12000 g und 4 °C für 10 min. Der Überstand wurde verworfen und das RNA-
Pellet zweimal mit 1 ml 70 % EtOH gewaschen und anschließend für 5 min bei 7500 g 
zentrifugiert. Das erhaltene RNA Pellet trocknete bei RT, bevor es in 20 µl H2ODT für 10 min bei 
55 °C gelöst wurde. Die Reinheit und Konzentration der aufgereinigten RNA wurde photometrisch 
ermittelt, während die Qualität und Integrität durch Gelelektrophorese analysiert werden konnte. 
Um zu analysieren, ob die Proben mit genomischer DNA kontaminiert sind, wurde eine PCR mit 
sequenzspezifischen Primern gegen das konstitutiv exprimierte Gen βAktin durchgeführt (siehe 
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3.4.5.2). Da RNA nicht durch Taq-Polymerasen amplifiziert wird, entstehen Banden nur durch die 
Kontamination mit genomischer DNA. Es wurden nur solche Proben weiterverwendet, die nach 
der PCR gegen βAktin keine Bande im Agarosegel aufwiesen. Die Lagerung aller RNA-Proben 
erfolgte bei -80 °C. 
 
3.4.1.2 Plasmidpräparation durch alkalische Lyse 
Die verwendeten Sonden lagen als cDNA in Vektoren vor (siehe Tabelle 9, Anhang 9.2.3), die  
wiederum mittels Wirtsbakterien gelagert und vervielfältigt wurden. Daher war es für die weitere 
Verwendung notwendig, die Plasmide zu isolieren und aufzureinigen. Dazu wurden die 
entsprechenden Bakterien in 3 ml LB-Medium (mit 50 µg/ml Ampicillin) über Nacht kultiviert und 
am Folgetag geerntet. Dabei erfolgte zunächst eine Zentrifugation der Bakteriensuspension für 
1 min bei 12000 g, wobei der Überstand verworfen wurde. Nach dem Resuspendieren des 
Bakterien-Pellets in 50 mM Glucose, 25 mM Tris, 10 mM EDTA erfolgte die alkalische Lyse der 
Bakterien durch 0,2 N NaOH und 1 % (w/v) SDS. Bei der alkalischen Lyse werden die Bakterien 
aufgeschlossen und die meisten Proteine sowie die DNA denaturieren (Birnboim and Doly, 1979). 
Während die kurze Plasmid-DNA nach der Neutralisation wieder renaturiert, fallen genomische 
DNA und Proteine aus. Nach einer Inkubationszeit von 1 min wurden die Lysate schleimig und 
mussten mit 3 M Kaliumacetat (pH 5.2) neutralisiert werden. Es folgte eine Zentrifugation für 
5 min bei 12000 g. Danach wurde der Überstand in ein neues Reaktionsgefäß überführt, mit 
200 µl Chloroform versetzt und nach mehrmaligem Invertieren erneut für 10 min bei 12000 g 
zentrifugiert. Es folgte eine quantitative Fällung durch Alkohol. Dazu wurde die DNA-Lösung mit 
0,3 M Natriumacetat versetzt und schließlich mit 1 ml eiskaltem Isopropanol gefällt. Die 
Präzipitation erfolgte bei 12000 g und 4 °C für 15 min. Das erhaltene Pellet wurde mit eiskaltem, 
70%igem EtOH bei 12000 g und 4 °C für 5 min gewaschen. Das gewonnene DNA-Pellet wurde in 
50 µl TE-Puffer aufgenommen und die aufgereinigte DNA photometrisch sowie mittels 
Gelelektrophorese hinsichtlich der Konzentration und Qualität untersucht (siehe 3.4.2). Die 
Lagerung von DNA erfolgte bei -20 °C. 
 
3.4.2 Qualitative und Quantitative Analyse von Nukleinsäuren 
3.4.2.1 Spektroskopische Analyse der Konzentration und Reinheit von Nukleinsäuren 
Die Reinheit und Konzentration von DNA und RNA wurde photometrisch, mit Hilfe eines 
NanoDropTM1000 (Peqlab Biotechnologie) analysiert. Dabei wurde die optische Dichte (OD) im 
Vergleich zur Referenzlösung bei 230 nm, 260 nm und 280 nm ermittelt. Der Quotient aus 
OD260/OD280 ist ein Maß für die Verunreinigung mit Proteinen, während das Verhältnis aus 
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OD260/OD230 eine mögliche Kontamination mit Phenol anzeigt. Die berechneten Werte sollten 
zwischen 1,8 und 2 liegen. 
 
3.4.2.2 Gelelektrophorese 
Die Qualität und Integrität von RNA wurde elektrophoretisch analysiert. Durch diese Methode ist 
auch der Nachweis von DNA-Fragmenten möglich. Bei der Agarose-Gelelektrophorese werden 
Nukleinsäuren in einem elektrischen Feld nach ihrer Größe aufgetrennt. Dazu wurde je nach zu 
erwartender Fragmentgröße 1-2 % Agarose in TAE aufgekocht, mit 0,02 % Ethidiumbromid 
versetzt und in eine horizontale Gelkammer (Peqlab Biotechnologie) gegossen. Die Proben 
wurden mit 0,1 % Ladepuffer versetzt und in der Gelkammer bei einer Feldstärke von 3-5 V/cm in 
TAE elektrophoretisch aufgetrennt. Als Referenz dienten 0,2 µg einer 100 bp DNA-Leiter (Ares 
Bioscience). Um die Qualität und Integrität von RNA zu analysieren, wurden jeweils 500 ng der 
RNA mit 10 µl Formamid versetzt, 5 min bei 99 °C denaturiert und anschließend mit Ladepuffer 
versetzt und elektrophoretisch aufgetrennt. Die Detektion erfolgte mit Hilfe eines Transiluminator 
VisiDoc-It™ Imaging Systems (UVP). 
 
3.4.3 Modifikation von Nukleinsäuren 
3.4.3.1 Restriktionsverdau von Plasmid-DNA 
Restriktionsenzyme erkennen vier bis acht Basenpaare palindromischer DNA-Sequenzen und 
schneiden beide Enden an einer definierten Stelle auf. Dabei entstehen entweder kohäsive oder 
glatte Enden. Um RNA-Sonden für die in situ Hybridisierung herzustellen war es notwendig, die 
entsprechenden Vektoren mit Hilfe solcher Nukleasen zu verdauen. Welche Restriktionsenzyme 
für die Herstellung der RNA-Sonden verwendet wurden, sind in Tabelle 10 (Anhang 9.2.3) 
zusammengefasst. Es wurden jeweils 3 µg Plasmid-DNA mit 1 U fastDigest® Restriktionsenzym 
(Fermentas) in 1X Reaktionspuffer linearisiert. Der Verdau erfolgte für 2 h bei 37 °C, mit einer 
anschließenden Hitzeinaktivierung für 10 min bei 70° C. Die Qualität der Restriktion wurde 
elektrophoretisch analysiert. 
 
3.4.3.2 Dephosphorylierung von Nukleinsäuren 
Durch Dephosphorylierung soll die Religation von freien Enden nach einer Restriktion verhindert 
werden. Dazu wurde 1 U SAP (shrimp alcaline phosphatase; Fermentas) direkt in den 
Restriktionsansatz gegeben und 1 h bei 37 °C inkubiert. Es rfolgte eine Hitzeinaktivierung für 
10 min bei 70 °C. 
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3.4.3.3 Erzeugung glatter Enden 
Die durch Restriktion entstandenen kohäsiven Enden können als Anhaftungsstelle für RNA-
Polymerasen dienen und müssen daher vor der in vitro Transkription mit Hilfe von T4 DNA-
Polymerase (Fermentas) geglättet werden. Durch die 5´3´ Polymeraseaktivität werden die 
überhängenden 5´-Enden mit dNTPs aufgefüllt, während die überhängenden 3´-Enden durch die 
Endonukleaseaktivität des Enzyms hydrolytisch abgespalten werden. Zu der verdauten Plasmid-
DNA wurden 3 U der T4 DNA-Polymerase, sowie je 100 µm dNTP hinzugefügt und der Ansatz 
20 min bei 12 °C inkubiert. Es folgte eine zehnminütige Hitzeinaktivierung bei 70 °C. 
 
3.4.5 Synthese von Nukleinsäuren 
3.4.5.1 Reverse Transkription zur Synthese von cDNA 
Da RNA nicht durch PCR amplifiziert werden kann und sie schnell degradiert, wurde die isolierte 
mRNA mittels reverser Transkription in stabile cDNA umgeschrieben. Dabei wurde 1 µg der 
isolierten RNA für 5 min bei 70 °C mit 5 µM Oligo(dT)18-Primer denaturiert und nachfolgend auf 
Eis abgeschreckt, um die Bildung von Sekundärstrukturen zu reduzieren. Danach folgte eine 
Inkubation für 60 min bei 42 °C mit 1,5 mM MgCl2, 10 mM DTT, je 0,1 mM dNTP, 20 U RiboLock™ 
RNase-Inhibitor (Fermentas) und 10 U RevertAidTM H Minus M-MuLV reverse Transkriptase 
(Fermentas). Daran schloss sich eine Hitzeinaktivierung bei 70 °C für 15 min an. Das Produkt 
konnte ohne weitere Aufreinigung für die PCR verwendet werden und wurde bis zum weiteren 
Gebrauch bei -20 °C gelagert. 
 
3.4.5.2 Polymerase Kettenreaktion (PCR) 
Durch PCR werden mittels spezifischer Primer Zielsequenzen in doppelsträngigen Nukleinsäuren 
amplifiziert. Dabei können einerseits relevante Transkripte in den hergestellten cDNA-
Bibliotheken detektiert werden und andererseits aufgereinigte RNA auf eine mögliche 
Kontamination durch genomische DNA untersucht werden. Ein PCR-Ansatz bestand aus 20 mM 
Tris-HCI (pH 8.55), 16 mM (NH4)2SO4, 1,5 mM MgCl2, 0,01 % Tween20, 1X Enhancer, je 50 μM 
dNTP, je 20 pmol Primer (forward und reverse) und 1,5 U HotStart Taq-DNA-Polymerase (PEQLAB 
Biotechnologie). Die Amplifizierung erfolgte über 35 Zyklen in einem spezifischen Programm. Der 
erste Schritt des PCR-Programms stellte die Aktivierung der Taq-Polymerase für 5 min bei 95 °C 
dar. Es folgte die Denaturierung für 30 sec bei 95 °C, im Anschluss daran die Hybridisierung der 
Primer für 30 sec (die primerspezifischen Annealing-Temperaturen sind der Tabelle 8 im Anhang 
9.2.3 zu entnehmen) und schließlich eine Elongation bei 72 °C für 1 min. Nach 35 Zyklen wurden 
die Proben 7 min bei 72 °C inkubiert und bis zur weiteren Verwendung auf 4 °C abgekühlt. 
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3.4.5.3 Herstellung einer mRNA-Sonde durch in vitro Transkription 
Für die in situ Hybridisierung (ISH) wurden Digoxigenin-markierte mRNA-Sonden verwendet, die 
durch in vitro Transkription von einer template DNA hergestellt wurden. Die hergestellten Sonden 
binden komplementär an ihre Ziel-mRNA und das eingebaute Digoxigenin kann darauffolgend 
durch spezifische Antikörper und eine Farbreaktion nachgewiesen werden. Für die in vitro 
Transkription wurden spezifische Bakteriophagen-RNA-Polymerasen (T3 oder T7 RNA-Polymerase; 
Fermentas) verwendet, die jeweils eine ausgeprägte Spezifität für ihre Promotorsequenz besitzen 
und die RNA-Synthese von einer template DNA katalysieren. Die in vitro Transkription erfolgte in 
einem Ansatz aus 1 µg linearisierter, geglätteter Plasmid-DNA, 1X Reaktionspuffer (40 mM TrisHCl 
(pH 7.9), 6 mM MgCl2, 10 mM DTT, 10 mM NaCl, 2 mM Spermidin), 0,5 mM Desoxigenin-
markierte dNTPs (Roche), 20 U RiboLock™ RNase-Inhibitor (Fermentas) und 40 U RNA-
Polymerase. Der gesamte Ansatz inkubierte 2h bei 37 °C und wurde anschließend durch die 
Zugabe von 0,05 M EDTA (pH 8) inaktiviert. Es folgte eine Ethanolfällung, bei der zunächst die 
Salzkonzentration mit 1 M LiCl erhöht wurde, um anschließend die RNA mit einem dreifachen 
Überschuss an absoluten EtOH für mindestens 30 min bei -80 °C zu präzipitieren. Es folgten eine 
Zentrifugation für 15 min bei 12.000 g und 4 °C und ein weiterer Waschschritt mit eiskaltem 
70 %igem EtOH für 10 min bei 12.000 g und 4 °C. Anschließend wurde die RNA in 30 µl H2ODT 
gelöst und die Konzentration photometrisch gemessen. Außerdem wurde die Qualität der 
hergestellten Sonde durch Gelelektrophorese untersucht. Die Lagerung erfolgte bis zum weiteren 
Gebrauch bei -80 °C. 
 
3.4.6 In situ Hybridisierung an Gefrierschnitten 
Durch ISH kann die Expression verschiedener Gene regionspezifisch in Gefrierschnitten analysiert 
werden, indem die mRNA, welche bei der Transkription entsteht, nachgewiesen werden kann 
(Emson, 1993). Eine Liste der verwendeten Sonden und deren Hybridisierungstemperaturen 
befinden sich in Tabelle 10 (Anhang 9.2.3). 
 
3.4.6.1 Silanisieren der Deckgläschen 
Da RNA gut an Silikate bindet war es notwendig, die verwendeten Deckgläser zu silanisieren. Dazu 
wurden die Deckgläschen (22 mm x 50 mm; Mentzel) zunächst 5 sec in Dichlorodimethylsilane 
getaucht, anschließend 5 sec in Aceton und schließlich für 5 sec in 100 % EtOH. Die Deckgläschen 
wurden zum trocknen unter einem Abzug aufgestellt und danach bei 180 °C für 6 h gebacken, um  
eine mögliche Kontamination mit RNAsen zu reduzieren. 
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3.4.6.2 Vorbereitungen der Gewebeproben 
Die embryonalen Gehirne, welche für in situ Hybridisierung verwendet werden sollten, wurden 
stets nach der Präparation ü.N. in 4 % PFA/HBSS fixiert und anschließen jeweils ü.N. in 12 %, 15 % 
und 18 % RNase-freier Sucrose in HBSS inkubiert. Danach folgte das Einfrieren mit flüssigem N2 
und eine Lagerung bei -80 °C. Für die ISH wurden Koronalschnitte angefertigt (siehe 3.3.3), die 
ebenfalls bei -80 °C lagerten. Vor dem Gebrauch mussten die Schnitte 1h auf einer Heizplatte bei 
55 °C getrocknet werden. 
 
3.4.6.3 Fixierung und Permeabilisierung des Gewebes 
Vor der Hybridisierung wurden die Schnitte abermals 10 min in PFA/PBSDT fixiert, um RNase-
Kontamination zu reduzieren und die histologische Struktur zu erhalten. Es folgte ein  dreimaliges 
Waschen für  5 min in PBSDT/0,2 % TritonX. Zur Destabilisierung der Zellmembranen wurden die 
Schnitte 10 min in 0,2 M HCl inkubiert und anschließend wieder zweimal 5 min gewaschen. Zur 
Reduktion des Hintergrundes diente eine zehnminütige Acetylierung des Gewebes in 5 mM 
Acetanhydrid/0,1 M TEA. Nach wiederholten Waschen (2X 5min) wurden die Schnitte 10 min in 
H2ODT gespült und anschließend auf einer Heizplatte bei 55 °C für 30 min getrocknet. 
 
3.4.6.4 Hybridisierung von RNA-Sonden 
Bei der Hybridisierung bindet eine Digoxigenin-markierte Sonde unter stringenten Bedingungen 
an ihre komplementäre Ziel-mRNA im Gewebeschnitt. Die Hybridisierungstemperatur (HT) lässt 
sich dabei durch mehrere Faktoren beeinflussen: 
 
• Je länger die Sonde, desto höher die HT 
• Guanine und Cytosine erhöhen, Thymidine und Adenosine senken die HT 
• Salze erhöhen die HT, indem die positiven Ionen das negative Phosphatgerüst der 
Nukleotide sättigen und dadurch eine elektrostatische Abstoßung von Sonde und 
Zielsequenz verhindern 
• Adjuvantien wie Formamid (FA) destabilisieren die Hybridbildung und senken die HT 
• Es paaren sich auch Einzelstränge, die nicht vollständig komplementär sind, was 
wiederum die HT verringert (missmatch) 
• Manche Hybride sind von ihren chemischen Eigenschaften her stabiler als andere (RNA-
RNA-Hybride sind stabiler als DNA-RNA-Paarungen) 
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Die verwendeten Sonden und deren Hybridisierungstemperaturen sind der Tabelle 10 
(Anhang 9.2.3) zu entnehmen. Die Hybridisierungstemperaturen wurden nach folgender Formel 
berechnet (Wahl et al., 1987): 
 
HT=79,8+18,5*LogM+58,5*(%GC)+11,8*(%GC)2-820/L-0,35*(%FA)-25 
 
Dabei entspricht log M der molaren Konzentration einwertiger Kationen, % GC dem Anteil der 
Basen Guanin und Cytidin als Molenbruch, L ist die Länge der Sonde in bp und % FA der 
Zahlenwert des Anteils von Formamid in der respektiven Hybridisierungslösung. Die 25 spiegelt 
einen thermischen Korrekturfaktor wieder, der sich aus der Markierung der Sonden mit 
Digoxigenin, sowie den chemischen Eigenschaften von RNA-RNA-Hybriden und der potentiellen 
Fehlpaarung von 12,5 % ergibt. 
Die Hybridisierungslösung A (0,4 mg/ml Torula RNA, 0,1 mg/ml tRNA) wurde mit 900 ng Sonde 
(3 ng/µl) vermischt und 3 min bei 99 °C denaturiert. Die Lösung wurde kurz auf Eis abgeschreckt, 
bevor die Hybridisierungslösung B (0,05 % FA, 10 mM EDTA, 3X SCC, 1X  Denhardts, 1 % 
Dextransulfat) dazugegeben und der gesamte Ansatz auf HT erhitzt wurde. Danach wurden 
jeweils 300 µl der Lösung auf die getrockneten Schnitte aufgebracht und diese mit einem 
silanisierten Deckgläschen (siehe 3.4.6.1) abgedeckt. Die Hybridisierung erfolgte über Nacht bei 
HT in einer abgedichteten feuchten Kammer, die mit 50 % FA/1 x SSC befüllt war. Am nächsten 
Tag mussten zunächst die Deckgläschen vorsichtig in 5X SCC abgelöst werden, ohne das Gewebe 
zu beschädigen. Es folgten mehrere Waschschritte bei HT, um ungebundene Sonde zu entfernen 
und die FA-Konzentration zu verringern. Dabei wurden die Schnitte zunächst 30 min in 50 % 
FA/1X SCC inkubiert, dann 20 min in 2X SCC und schließlich zweimal 20 min in 0,2X SCC. Danach 
erfolgte die Detektion der Hybride. 
 
3.4.6.5 Detektion der Hybride 
Für die Detektion der Digoxigenin-markierten Sonden erfolgte eine Umpufferung, wofür die 
Schnitte dreimal 5 min in MaBT gespült wurden. Um unspezifische Bindungen des Antikörpers zu 
reduzieren, erfolgte eine einstündige Blockierung bei RT in 2 % Blocking reagent (Roche). Danach 
wurden die Schnitte über Nacht in einer feuchten Kammer bei 4 °C mit einem anti-DIG Fab-
Fragment Antikörper inkubiert, welcher mit einer alkalischen Phosphatase konjugiert vorlag 
(Roche). Im Anschluss wurden die Schnitte dreimal 10 min in MaBT gespült und schließlich 10 min 
in Reaktionspuffer inkubiert, dem zur Inhibition endogener alkalischer Phosphatasen eine 
Spatelspitze Levamisol (Roth) hinzugefügt wurde. Danach erfolgte der kolorimetrische Nachweis 
durch den Umsatz von je 0,4 mM der Substanzen Nitroblau-Tetrazoliniumblau (NBT, Roche) und 
5-Bromo-4-chloro-3-indolylphosphat (BCIP, Roche) in Reaktionspuffer, die direkt auf die Schnitte 
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gegeben wurden. BCIP dient der alkalischen Phosphatase als Substrat und wird nach der 
Dephosphorylierung zu einem blauen Indigofarbstoff oxidiert. Dabei stellt NBT das 
Oxidationsmittel dar, welches zu einem unlöslichen Diformazan reduziert wird. Der 
kolorimetrische Nachweis fand in einer feuchten Kammer bei RT unter Lichtausschluss statt. Die 
Farbreaktion wurde durch das Spülen im PBS beendet und die Schnitte in Mowiol eingebettet. 
 
3.4.7 Herstellung von cDNA-Bibliotheken aus Einzelzellen und Axonen 
Durch die limitierte Synthese und Amplifikation der isolierten RNA aus Einzelzellen wurden 
repräsentationsgetreue cDNA-Bibliotheken hergestellt und hinsichtlich der Expression verschied-
ener Zielgene klassifiziert. Die Isolation einzelner kortikaler Zellen und ausgewachsener 
thalamischer Axone sowie die Erstellung der cDNA-Bibliotheken wurden freundlicherweise von 
Daniel Pensold nach einem Protokoll von Dr. Natja Haag (Institut für Biochemie I, Universität Jena) 
durchgeführt (Pensold et al., submitted).  
 
3.4.7.1. Isolierung mittels Mikromanipulation 
In dieser Arbeit wurde das Expressionsprofil kortikaler Einzelzellen analysiert. Dazu wurden 
manuell und unter visueller Kontrolle einzelne kortikale Zellen aus Einzelzellsuspensionen isoliert, 
die wie unter 3.2.3 beschrieben angefertigt wurden. Jedoch erfolgte die Präparation nicht in 
GBSS, sondern in HBSS ohne Ca2+und Mg2+, um ein Adhärieren der Zellen zu vermeiden. Die 
manuelle Isolation erfolgte mit Hilfe eines Mikroinjektors CellTram® vario (Eppendorf) an einem 
inversen Durchlichtmikroskop (CellObserver; Carl Zeiss Microscopy). Die Zellen wurden mit einer 
ausgezogenen, feuerpolierten, FBS-beschichteten Kapillare (außen-Ø 1 mm, Wanddicke 0,13-0,22 
mm; Science products) aufgenommen, zweimal in HBSS/1 % FBS gespült und schließlich in ein 
Reaktionsgefäß mit Lysepuffer überführt, das sofort bis zur weiteren Verwendung in flüssigem N2 
eingefroren wurde. Die Axone mussten zunächst einen Tag auswachsen, bevor sie nach 
demselben Verfahren mit einer Kapillare unter Sichtkontrolle vom Deckglas abgekratzt werden 
konnten (Abbildung 18 B). 
 
3.4.7.2 Reverse Transkription und Polyadenylierung 
Zuerst war die Synthese des Erststranges notwendig. Der Lysepuffer, in dem die Zellen 
aufbewahrt wurden, beinhaltete bereits 1X Transkriptionspuffer für gute enzymatische 
Bedingungen, sowie 10 µm dNTPs und 3,5 nM SRT24-Primer. Zunächst erfolgte die Lyse der 
isolierten Zellen bei 65 °C für 90 sec, bevor die Proben auf 42 °C herabgekühlt und 100 U 
RevertAidTM H Minus M-MuLV reverse Transkriptase (Fermentas) direkt in den Ansatz gegeben 
wurde. Die limitierte, reverse Transkription erfolgte 15 min bei 42 °C, mit einer anschließenden 
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Hitzeinaktivierung für 10 min bei 70 °C. Um den SRT24-Primer auch für die Amplifikation des 
Gegenstranges zu verwenden, war eine Polyadenylierung am 5‘-Ende erforderlich. Dazu musste 
zunächst die mRNA von den RNA/DNA-Hybriden entfernt werden, was durch eine Zugabe von 5 U 
RNase H (New England Biolabs) und 9 mM MgCl2 und einer anschließenden Inkubation für 15 min 
bei 37 °C realisiert wurde. Es erfolgte eine Denaturierung der cDNA-Stränge für 2 min bei 95 °C 
und ein schnelles Abkühlen auf 4 °C, um eine Renaturierung der Stränge zu vermeiden. Für die 
Polyadenylierung wurden 5 mM Kalium-Phosphat (pH 7.0) und 750 µM dATP, sowie 10 U 
terminale Transferase (New England Biolabs) in den Ansatz gegeben und dieser zuerst für 15 min 
bei 37 °C inkubiert, anschließend 10 min bei 65 °C hitzeinaktiviert und dann bis zum weiteren 
Gebrauch auf 4 °C abgekühlt. 
 
3.4.7.3 Amplifikation der limitierten 3´cDNA 
Da eine Zelle mit lediglich 0,5 bis 1,5 ng mRNA (Kurimoto et al., 2006) nur wenig Ausgangsmaterial 
liefert, war eine Amplifikation mittels PCR erforderlich, um genug Material für die weitere Analyse 
zu generieren. Dazu musste die cDNA zunächst in drei individuelle Ansätze aufgeteilt werden, um 
Amplifikationsunterschiede zu mitteln und sicherzustellen, dass auch niedrig abundante 
Transkripte amplifiziert werden. Ein Reaktionsansatz enthielt 67 mM Tris-HCI (pH 8.8), 16 mM 
(NH4)2SO4, 0,01 % Tween20, 1,5 mM MgCI2, je 200 μM dNTP, 10 μM SRT24-Primer 2,5 U HotStart 
Taq-DNA-Polymerase (Genaxxon bioscience) und 0,05 U HotStart Pfu Turbo DNA-Polymerase 
(Agilent Technologies). Die HotStart Taq-Polymerase wurde zunächst 2 min bei 95 °C aktiviert, 
dann folgte die Hybridisierung der Primer für 2 min bei 52 °C und schließlich die Elongation für 
2 min bei 72 °C. Nach 35 Zyklen erfolgte eine finale Elongation bei 72 °C für 10 min, bevor die 
Ansätze auf 4 °C herab gekühlt und wieder vereinigt wurden. Die Proben wurden bis zur 
Klassifizierung bei -20 °C gelagert. 
 
3.4.8 Mikroskopie und statistische Auswertung 
3.4.8.1 Mikroskopie 
Die Detektion floureszierender Farbstoffe erfolgte mit Hilfe eines konfokalen Laser scanning 
Mikroskops TCS SP5 (Leica), während die durchgeführten in situ Hybridisierungen mit einem 
Transmissionsmikroskop BX40 (Olympus) und einer digitalen Kamera DP70 (Olympus) 
dokumentiert wurden. Die manuelle Isolation kortikaler Einzelzellen erfolgte an einem inversen 
Durchlichtmikroskop (CellObserver; Carl Zeiss Microscopy). 
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3.4.8.2 Datenanalyse 
Für die weitere Bearbeitung mikroskopischer Bilder wurde das Programm Adobe Photoshop CS 
(Version 7.0) verwendet. Die Auswertung erfolgte mit Hilfe der ImageJ-Software (W. S. Rasband, 
National Institutes of Health, Bethesda, MD; http://rsb.info.nih.gov/ij/; 1997–2006). Es wurden 
stets Ausschnitte aus dem somatosensorischen Kortex zur Analyse verwendet. 
 
3.4.8.3 Statistik 
Für die Durchführung des zweiseitigen, studentischen T-Tests sowie für die graphische Darstellung 
der Ergebnisse wurde das Office-Programm Exel 2007 (Microsoft) genutzt. Der two-way ANOVA 
wurde mit Hilfe des Programms GraphPad PRISM durchgeführt. Alle angegebenen Werte 
entsprechen dem Mittelwert (MW) ± SEM. Das statistische Signifikanzniveau für die 
Irrtumswahrscheinlichkeit wurde wie folgt definiert: * p≤0,5, ** p≤0,1 und ***  p≤0,001. Die 
Anzahl n bezieht sich, wie unter den respektiven Abbildungen angegeben, auf die analysierten 
Schnitte, Zellen oder Explantate, aus mindestens drei unabhängigen Experimenten. 
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4 Ergebnisse 
 
Die Entwicklung des zerebralen Neokortex ist abhängig vom präzisen Zusammenspiel 
verschiedenster entwicklungsrelevanter Prozesse, zu denen Proliferation, Differenzierung, 
Migration und Apoptose zählen. Die Balance zwischen Zellteilung und Ausdifferenzierung 
neuronaler Vorläuferzellen ist streng reguliert und schon geringe Abweichungen können zerebrale 
Fehlbildungen und Neurodegeneration zur Folge haben (Chenn and Walsh, 2002; Kuida et al., 
1998; Rakic et al., 2009). Deshalb ist es von wissenschaftlichem Interesse zu verstehen, wie die 
Proliferation und Identität neuronaler Vorläuferzelle reguliert wird und welche intrinsischen und 
extrinsischen Faktoren die individuelle Entwicklung eines kortikalen Neurons beeinflussen. In 
dieser Arbeit werden erste Evidenzen für eine regulatorische Funktion des Signalmoleküls 
EphrinA5 während der embryonalen Schichtenbildung präsentiert.  
Vorrausgegangene Experimente haben bereits belegt, dass EphrinA5-defiziente Mäuse eine 
Verschiebung der kortikalen Schichtung aufweisen (Gerstmann et al., 2010). Da bisher nur wenig 
über den Einfluss von Ephrinen auf die kortikale Schichtenbildung bekannt ist, wurde die 
Bedeutung des Signalmoleküls EphrinA5 auf die Ausbildung der laminaren Organisation anhand 
einer loss of function Mausmutante untersucht, um herauszustellen, welche Mechanismen dieser 
Schichtenverschiebung zugrunde liegen. 
 
4.1 Adulte EphrinA5-defiziente Mäuse weisen eine persistente Verschiebung der laminaren 
Organisation auf 
Vorrangegangene Untersuchungen an EphrinA5-defizienten Mäusen (KO) und vergleichbaren 
Wildtyptieren (WT) konnten bereits belegen, dass die laminare Architektur in den KO-Tieren 
verändert ist (Gerstmann et al., 2010). Unter Zuhilfenahme schichtenspezifischer Marker 
(Abbildung 5 A, B) wurde die laminare Organisation des adulten somatosensorischen Kortex 
(Bregma=0; Interaural=3,8 mm) visualisiert und vermessen. Der Transkriptionsfaktor Cux-1 wird 
exklusiv in Neuronen der infragranulären Schichten 2/3 und 4 exprimiert (Nieto et al., 2004; 
Zimmer et al., 2004), während das Protein Otx-1/2 eine Subpopulation von Nervenzellen der 
infragranulären Schichten 5 und 6 markiert (Frantz et al., 1994). Zusätzlich wurde mittels DAPI-
Kernfärbung die spezifische zelluläre Packungsdichte der kortikalen Schichten visualisiert. Dies 
ermöglichte die weitere Identifizierung und anschließende Analyse der radialen Ausdehnung 
einzelner kortikaler Schichten.  
Die vergleichende Quantifizierung der Schichtdicken ergab in EphrinA5-defizienten Tieren eine 
Expansion der infragranulären Schichten, bei gleichzeitiger Reduktion der superfiziellen Schichten 
(Abbildung 5 C). Die oberen Schichten 2/3 und 4 nahmen im WT insgesamt 40,9 % (± 1,4 %) der 
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radialen Ausdehnung des Neokortex ein, während sie im KO lediglich 35,9 % (± 1,3 %) ausmachten 
(WT n=16, KO n=13; T-Test, ** p<0,01). Das entsprach einer Reduktion der superfiziellen 
Schichten um 5 % in den EphrinA5-defizienten Mäusen. Im Gegensatz dazu nahmen die tiefen 
Schichten 5 und 6 im WT insgesamt 51,5 % (± 1,5 %) der laminaren Architektur ein, während der 
Anteil im KO um 5 % vergrößert war und 56,2 % (± 1,2 %; T-Test, ** p<0,01) des gesamten Kortex 
einnahm. Die Gesamtdicke des zerebralen Kortex EphrinA5-defizienter Mäuse wies dabei keine 
signifikanten Veränderungen zu vergleichbaren Kontrolltieren auf (Abbildung 5 D). Die Daten 
zeigen, dass der Funktionsverlust von EphrinA5 eine persistente Verschiebung der adulten 
kortikalen Zytoarchitektur verursacht. Jedoch wurden weder ektopische Cux-1 positive Zellen in 
den infragranulären Schichten detektiert, noch Otx-1/2-reaktive Zellen in den superfiziellen 
kortikalen Schichten lokalisiert, was darauf hinweist, dass die generelle kortikale Zytoarchitektur 
EphrinA5-defizienter Mäuse intakt ist. Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass der Ligand EphrinA5 
in die korrekte Ausbildung der kortikalen Schichtung involviert ist. Diese entwicklungsrelevante 
Funktion sollte im Folgenden weiter untersucht und charakterisiert werden. 
 
 
 
Abbildung 5: EphrinA5-Defizienz verursacht eine persistente Verschiebung der kortikalen Organisation. Die 
Analyse der radialen Ausdehnung einzelner kortikaler Schichten wurde auf den somatosensorischen Kortex 
(Bregma=0; Interaural=3,8 mm) begrenzt. Immunhistochemische Markierungen gegen Cux-1 (rot, Schicht 
2/3 und 4) und Otx-1/2 (grün, Schicht 5 und 6) in WT (A) und KO (B) deuteten auf eine Verschiebung der 
kortikalen Organisation in efnA5-defizenten Mäusen hin. Die quantitative Analyse (C) ergab in EphrinA5-
defizienten Mäusen eine Expansion der infragranulären Schichten 5 und 6, bei einer gleichzeitigen 
Reduktion der supragranulären Schichten 2/3 und 4. Die gesamte radiale Ausdehnung des Kortex wies keine 
signifikanten Veränderungen auf (D). Resultate aus 3 unabhängigen Experimenten; Balken: 100 µm; T-Test, 
**p<0,01 (MW±SEM); n=Anzahl der analysierten Ausschnitte. 
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4.2 EphrinA5-defiziente Mäuse weisen eine veränderte Anzahl postmitotischer Neurone 
während der Bildung der infragranulären und supragranulären Schichten auf 
Die Bildung der exzitatorischen Projektionsneurone erfolgt in einer distinkten zeitlichen Abfolge 
(Polleux et al., 1997; Takahashi et al., 1999). Während der frühen Neurogenese (E11-E14) werden 
die Neurone der infragranulären Schichten generiert, wohingegen an späteren Entwicklungs-
zeitpunkten (E15-E18) Nervenzellen der supragranulären Schichten hervorgebracht werden. Die 
Expansion der infragranulären Schichten in den EphrinA5-knockout Mäusen deutet auf eine 
erhöhte Produktion exzitatorischer Neurone im Verlauf der frühen Neurogenese hin, während die 
Reduktion der oberen Schichten auf eine verminderte Generierung postmitotischer Zellen zur 
späten Kortexentwicklung hinweist. Um diese Hypothese zu verifizieren, wurde die Anzahl 
mitotisch aktiver Zellen im dorsolateralen Kortex analysiert (Abbildung 6 A), welche zur frühen 
Neurogenese an E 13,5 sowie an einem späteren Entwicklungszeitpunkt an E16,5 den Zellzyklus 
verlassen haben und ausdifferenzierten.  
Um einen Hinweis darauf zu bekommen, wie viele Zellen während der Generierung der tiefen 
Schichten an E13,5 den Zellzyklus verlassen haben, wurden koronale Gehirnschnitte von 
embryonalen EphrinA5-knockout Mäusen und vergleichbaren Kontrolltieren angefertigt und eine 
immunhistochemische Markierung gegen Tbr1 durchgeführt (Abbildung 6 B, C). Tbr1 wird von 
Pionierneuronen der Subplatte und Nervenzellen der unteren kortikalen Schichten exprimiert und 
kann somit an E13,5 als Marker für junge postmitotische Neurone der kortikalen Platte verwendet 
werden (Englund et al., 2005; Kolk et al., 2005). Die Anzahl postmitotischer Neurone korreliert mit 
der radialen Ausdehnung der kortikalen Platte und liefert einen Hinweis darauf, wie viele 
Vorläufer während der frühen Neurogenese den Zellzyklus verlassen haben. Die Analyse 
verdeutlicht, dass EphrinA5-defiziente Mäuse an E13,5 eine dickere kortikalen Platte aufwiesen 
(Abbildung 6 D), was mit einer erhöhten Anzahl postmitotischer Zellen korrelierte. Die kortikale 
Platte nahm bei EphrinA5-defizienten Mäusen insgesamt 24,3 % (± 0,5 %) der radialen 
Ausdehnung des embryonalen Kortex ein, während sie in gleichaltrigen Wildtypen lediglich 21,6 % 
(± 0,7 %) der Gesamtdicke ausmachte. Somit war die kortikale Platte in den EphrinA5-knockout 
Tieren um 2,7 % dicker als in den Kontrolltieren (WT n= 46, KO n= 47; T-Test, * p< 0,05). Die 
ermittelte radiale Zunahme der kortikalen Platte in EphrinA5-knockout Mäusen korrelierte mit 
einer Zunahme postmitotischer Zellen. Die Quantifizierung deutet somit darauf hin, dass zur 
frühen Neurogenese an E13,5 eine erhöhte Anzahl postmitotischer Neurone in EphrinA5-
defizienten Tieren generiert wird, die entsprechend ihres Bildungszeitpunktes die infragranulären 
kortikalen Schichten besiedeln. 
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Abbildung 6: EphrinA5-defiziente Mäuse produzieren an E13,5 eine erhöhte Anzahl postmitotischer 
Neurone, während sie an E16,5 eine verringerte Ausrtittsrate aus dem Zellzyklus aufweisen. Analysiert 
wurde die Neuronenproduktion im dorsolateralen Kortex (A) zu unterschiedlichen Entwicklungszeitpunkten 
(exemplarisch dargestellt an E14,5). Eine Antikörperfärbung gegen den Marker Tbr1 in WT (B) und KO (C) 
markiert junge Pionierneurone der CP. Die vergleichende Quantifizierung der radialen Ausdehnung der CP 
belegte, dass die kortikale Platte an E13,5 in EphrinA5-defizienten Mäusen dicker war als in gleichalten 
Kontrolltieren (D), was mit einer erhöhten Anzahl Tbr1-positiver Neurone korrelierte. Dies deutet auf eine 
erhöhte Bildung postmitotischer Neurone zur frühen Neurogenese hin. Die Austrittsrate aus dem Zellzyklus 
an E16,5 wurde mit Hilfe von BrdU und Ki67-Färbungen bestimmt (E WT, F KO). Die Quantifizierung der 
BrdU-positiven/Ki67-negativen Zellen (G) ergab eine verminderte Austrittsraterate aus dem Zellzyklus in 
EphrinA5-defizienten Mäusen an E16,5, während der Bildung der oberen Schichten. CP=kortikale Platte, 
IMZ=Intermediärzone, SVZ=Subventrikularzone, VZ=Ventrikularzone; Resultate aus 3 unabhängigen 
Experimenten; Balken: A 500 µm; B, C, E, F 100 µm; T-Test, *p<0,05; ** p<0,01 (MW±SEM); n=Anzahl der 
analysierten Ausschnitte. 
 
 
Als nächstes sollte die Austrittsrate aus dem Zellzyklus zur späten Neurogenese an E16,5 ermittelt 
werden, da zu diesem Entwicklungszeitpunkt Neurone der supragranulären Schichten gebildet 
werden. Da die Tbr1-Expression in den infragranulären Schichten erhalten bleibt und diese zu 
späteren Entwicklungszeitpunkten bereits vorhanden sind, war die Quantifizierung der jungen 
postmitotischen Projektionsneurone mittels Tbr1 nicht möglich. Deshalb wurde durch sogenannte 
birthdating Experimente die Anzahl jener Zellen ermittelt, die zur späten Neurogenese den 
Zellzyklus verlassen haben. Dazu wurde schwangeren Versuchstieren an E16,5 das 
Thymidinanalogon BrdU injiziert. BrdU ist ein Teilungsmarker der während der S-Phase in die DNA 
mitotisch aktiver Zellen interkaliert und später immunhistochemisch nachgewiesen werden kann 
(Kee et al., 2002). 24 Stunden nach der BrdU-Injektion wurden die embryonalen Gehirne isoliert 
und Antikörpermarkierungen gegen das verabreichte BrdU und zusätzlich gegen den 
Proliferationsmarker Ki67 durchgeführt (Abbildung 6 E, F). Von Interesse war der Anteil an BrdU-
positiven/ Ki67-negativen Zellen, da diese zum Zeitpunkt der Injektion mitotisch aktiv waren, aber 
innerhalb der folgenden 24 Stunden aus dem Zellzyklus ausgetreten sind (Kee et al., 2002). Die 
Analyse ergab einen verminderten Anteil BrdU-positiver/Ki67-negativer Zellen in den EphrinA5-
knockout Tieren, was auf eine verringerte Neuronenproduktion während der Bildung der 
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supragranulären Schichten hindeutet (Abbildung 6 G). Insgesamt wurde in den Wildtyptieren ein 
Anteil von insgesamt 32,94 % (± 2,0 %) BrdU-positiver/Ki67-negativer Zellen ermittelt. Im 
Gegensatz dazu stellte sich im KO eine Reduktion um 6,9 % auf insgesamt 26,1 % (± 1,7 %) BrdU-
positiver/Ki67-negativer Zellen heraus (WT n=22, KO n=28; T-Test, * p<0,05).  
Die Ergebnisse lassen schlussfolgern, dass die EphrinA5-defizienten Tiere zur frühen Neurogenese 
an E13,5 eine erhöhte Anzahl postmitotischer Neurone für die tiefen Schichten generieren und 
zur späteren Kortexentwicklung an E16,5 eine verringerte Anzahl Projektionsneurone für die 
superfiziellen Schichten produzieren. Diese Resultate sind konsistent mit der persistenten 
Verschiebung der kortikalen Organisation in adulten EphrinA5-defizienten Mäusen. Die Daten 
stützen somit die Hypothese, dass EphrinA5 in die Regulation von Proliferation und 
Differenzierung neuronaler Vorläuferzellen involviert ist und dadurch die Ausbildung der 
kortikalen Architektur beeinflusst. 
 
4.3 EphrinA5 reguliert die Anzahl und Identität von apikalen und basalen Vorläuferzellen 
Die persistente Verschiebung der adulten kortikalen Zytoarchitektur könnte mit einer 
Verschiebung der kortikalen Vorläufer korrelieren, da diese, je nach Lage und Identität, 
Projektionsneurone für verschiedene Schichten hervorbringen. Um diese Hypothese zu 
verifizieren, wurde im Folgenden die Verteilung und Identität der proliferativen Zellen analysiert. 
Zunächst sollte eine Markierung gegen mitotisch aktive Zellen die generelle Anzahl neuronaler 
Vorläufer in den transienten proliferativen Zonen visualisieren. Die Immunfärbung wurde an 
E16,5 durchgeführt, da zu diesem Zeitpunkt eine deutliche Unterscheidung zwischen den beiden 
transienten proliferativen Zonen VZ und SVZ möglich war. Anhand einer Antikörpermarkierung 
gegen den Proliferationsmarker Ki67 wurde die Anzahl markierter Zellkörper in der 
Ventrikularzone und Subventrikularzone quantifiziert, da hier die apikalen, beziehungsweise 
basalen Vorläuferzellen lokalisiert sind (Abbildung 7 A, B).  
Im Vergleich zu Kontrolltieren wurde in EphrinA5-defizienten Mäusen ein erhöhter Anteil 
mitotisch aktiver Zellen in der Ventrikularzone detektiert, während gleichzeitig ein verringerter 
Anteil an Vorläufern in der Subventrikularzone ermittelt wurde (Abbildung 7 C). In wildtypischen 
Kontrolltieren wurden 72,3 % (± 2,8 %) aller Ki67-reaktiven Zellen in der VZ detektiert, während 
26 % (± 2,6 %) in der SVZ und ein geringer Anteil von 1,7 % (± 0,4 %) in der IMZ ermittelt wurden. 
Vergleichend dazu konnte in EphrinA5-defizienten Mäusen mit 79,6 % (± 1,8 %) ein erhöhter 
Anteil proliferierender Zellen in der VZ detektiert werden, bei einer gleichzeitig reduzierten 
Prozentzahl von 19,7 % (± 1,8 %) in der SVZ und einem minimalen Anteil von 0,7 % (± 0,2 %) 
mitotisch aktiver Vorläufer in der IMZ (WT n=22, KO n=29; T-Test, * p<0,5). Die veränderten 
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Anteile proliferierender Zellen in VZ und SVZ deuteten bereits auf eine relative Erhöhung der 
Anzahl an apikalen und eine Dezimierung der basalen Vorläuferzellen hin.  
Apikale Vorläuferzellen sind in der Ventrikularzone (VZ) lokalisiert und bereits sehr früh während 
der Kortexentwicklung präsent. Sie werden durch die exklusive Expression des Transkriptions-
faktors Pax6 charakterisiert (Götz et al., 1998; Pontious et al., 2008). Im Gegensatz dazu werden 
die basalen Vorläufer erst im Verlauf der Neurogenese von apikalen Gliazellen durch 
asymmetrische proliferative Teilung generiert. Das Soma dieser Intermediärzellen befindet sich in 
der Subventrikularzone (SVZ) und sie werden durch die spezifische Expression des Markers Tbr2 
charakterisiert (Englund et al., 2005; Pontious et al., 2008). Um die Anzahl und Identität kortikaler 
Vorläuferzellen in EphrinA5-defizienten Mäusen und Kontrolltieren zu untersuchen, wurden 
koronale Gehirnschnitte mit spezifischen Antikörpern gegen Pax6 und Tbr2 immunhistochemisch 
angefärbt. Zur quantitativen Analyse wurden dorsolaterale Kortexausschnitte in 20 horizontale 
Segmente unterteilt und die Zellzahl in den einzelnen Sektionen gezählt, beginnend mit Segment 
1 am Ventrikel und Nummer 20 an der Kortexoberfläche. Die ermittelte Anzahl an apikalen und 
basalen Vorläuferzellen wurde in den jeweiligen Segmenten zwischen WT und KO verglichen. 
An E16,5 konnten in den EphrinA5-defizienten Mäusen ein erhöhter Anteil Pax6-positiver Zellen 
ermittelt werden (WT n=22, KO n=19; Two-way Anova, *** p< 0,001; Abbildung 7 D, E). Die 
meisten apikalen Vorläufer waren sowohl im WT, als auch im KO im Segment 1 bis 8 lokalisiert. 
Jedoch verdeutlichte die Halbwertsbreite der Graphen die erhöhte Anzahl Pax6-positiver 
Vorläuferzellen in EphrinA5-knockout Mäusen. Im WT wurde eine Halbwertsbreite von 5,41 
Segmenten ermittelt, während der KO eine Halbwertsbreite von 6,49 Segmenten aufwies 
(Abbildung 7 D). Im Gegensatz dazu wurde in EphrinA5-knockout Tieren im Vergleich zum WT eine 
verminderte Anzahl Tbr2-reaktiver, basaler Vorläuferzellen detektiert (WT n=20, KO n=19; Two-
way Anova, *** p<0,001; Abbildung 7 F, G). Die Kurvenverläufe visualisieren, dass die meisten 
Tbr2-reaktiven basalen Intermediärzellen sowohl im WT, als auch in EphrinA5-defizienten Mäusen 
in Segment 2 bis 11 ermittelt wurden. Die resultierende Halbwertsbreite der ermittelten Graphen 
deutet auf die verminderte Anzahl basaler Vorläuferzellen hin und betrug im WT 7,5 Segmente 
und im KO lediglich 6,9 Segmente. Die Ergebnisse lassen schlussfolgern, dass in EphrinA5-
defizienten Mäusen eine veränderte Anzahl der embryonalen, mitotisch aktiven Zellen vorliegt. Es 
wurde eine erhöhte Anzahl an Pax6-positiven apikalen Vorläufern detektiert, bei einer 
gleichzeitigen Reduktion Tbr2-reaktiver basaler Intermediärzellen. Folglich scheint EphrinA5 
kritisch für die Ausbildung der korrekten Anzahl und Identität apikaler und basaler Vorläuferzellen 
zu sein. 
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Abbildung 7: EphrinA5 reguliert die Anzahl und Identität kortikaler Vorläuferzellen. Eine 
immunhistochemische Markierung gegen den Proliferationsmarker Ki67 in WT (A) und EphrinA5-knockout 
Mäusen (B) färbt alle mitotisch aktiven Zellen. Die Quantifizierung (C) belegt, dass die EphrinA5-defizienten 
Tiere einen erhöhten Anteil an Vorläuferzellen in der VZ aufweisen, aber weniger proliferative Zellen in der 
SVZ besitzen. Das korreliert mit der Verteilung von spezifischen Vorläufersubtypen. Der Transkriptionsfaktor 
Pax6 wird exklusiv in apikalen Vorläuferzellen exprimiert (D, WT=rot, KO=grün), während Tbr2 die basalen 
Intermediärzellen charakterisiert (F, WT=rot, KO=grün). Die Quantifizierung deutet an, dass EphrinA5-
knockout Mäuse mehr apikale Vorläuferzellen besitzen (E) und eine verringerte Anzahl an basalen 
Intermediärzellen aufweisen (G), im Vergleich zu wildtypischen Kontrolltieren. CP=Kortikale Platte; 
IMZ=Intermediärzone; SVZ=Subventrikularzone; VZ=Ventrikularzone; Resultate aus 3 unabhängigen 
Experimenten; Balken: 100 µm; Two-way Anova, ***p<0,001; (MW±SEM); n=Anzahl der analysierten 
Ausschnitte. 
 
 
4.4 EphrinA5 beeinflusst die Teilungssymmetrie apikaler Vorläuferzellen und dadurch die 
Identität der generierten Tochterzellen 
Die Teilungssymmetrie apikaler Vorläuferzellen korreliert mit dem Zellschicksal der generierten 
Tochterzellen (Götz and Huttner, 2005; Merot et al., 2009). Die korrekte Orientierung von 
Mitosespindel und Proliferationsebene sind dabei kritisch für den Teilungsmodus und die Identität 
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der resultierenden Tochterzellen. Durch symmetrische Teilung werden zwei identische 
Tochterzellen hervorgebracht, wohingegen asymmetrische Proliferation die Bildung unter-
schiedlicher Zelltypen fördert. Während der frühen Neurogenese, wenn die tiefen Schichten 
entstehen, werden postmitotische Zellen hauptsächlich durch asymmetrische neurogene Teilung 
apikaler Gliazellen gebildet. Deshalb sollte im Folgenden analysiert werden, ob die erhöhte 
Produktion von Projektionsneuronen, die in den EphrinA5-knockout Tieren an E13,5 ermittelt 
wurde, mit einer veränderten Teilungssymmetrie der proliferierenden Gliazellen assoziiert ist. 
Dazu wurden koronale Gehirnschnitte von EphrinA5-defizenten Mäusen und vergleichbaren 
Wildtypen angefertigt und immunhistochemisch gegen Aspm angefärbt (freundlicherweise von 
Prof. Wieland B. Huttner/MPI Dresden zur Verfügung gestellt).  Zusätzlich wurden die Schnitte mit 
DAPI gefärbt (Abbildung 8 A). Aspm wird spezifisch in den Spindelpolen mitotisch aktiver Zellen 
akkumuliert (Asami et al., 2011; Kouprina et al., 2004). In Kombination mit DAPI war es möglich, 
den Teilungswinkel einzelner Zellen relativ zur Ventrikeloberfläche zu bestimmen 
(Abbildung 8 B, C). Ein kleiner Winkel (0-60°) wurde dabei als vertikale (symmetrische) Teilung 
definiert, wohingegen ein großer Winkel (60-90°) als horizontale (asymmetrische) Proliferation 
angenommen wurde. Analysiert wurden die Zellkörper direkt am Ventrikel, da hier die apikalen 
Gliazellen ihre Mitose vollziehen. 
Die Analyse ergab, dass sich die meisten mitotisch aktiven Zellen in den Kontrolltieren vertikal 
teilten, mit einem Winkel zwischen 60° und 90° (Abbildung 8 D). Im Gegensatz dazu zeigten die 
EphrinA5-knockout Tiere eine verringerte vertikale Teilung, wohingegen ein größerer Anteil 
apikaler Vorläuferzellen eine asymmetrische Teilungsachse zwischen 0° bis 60° aufwies 
(Abbildung 8 E). Die genauen prozentualen Angaben sind in Tabelle 1 zusammengefasst. Die 
Quantifizierung des Teilungswinkels deutet in EphrinA5-defizienten Mäusen auf eine 
Verschiebung der Teilungssymmetrie hin zur asymmetrischen Proliferation (Abbildung  8 F).  
 
 
Tabelle 1: Die Quantifizierung der Teilungssymmetrie apikaler Vorläuferzellen deutet in EphrinA5-
defizienten Mäusen eine Verschiebung zur asymmetrischen Proliferation an. Gezeigt ist der prozentuale 
Anteil der ermittelten Teilungswinkel in WT und KO.  
 
 0-30° 30-60° 60-90° 
WT (n=63) 4,8 % (± 0,1 %) 31,7  % (± 0,2 %) 63,5 % (± 0,5 %) 
efnA5ko (n=36) 13,8 % (± 0,2 %) 36,1 % (± 0,5 %) 50 % (± 0,4 %) 
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Abbildung 8: Die Anzahl asymmetrisch proliferierender apikaler Vorläuferzellen ist in EphrinA5-defizienten 
Mäuse erhöht. Die Teilungssymmetrie wurde anhand immunhistochemischer Markierungen gegen den 
Spindelpolmarker Aspm in Kombination mit einer DAPI-Kernfärbung bestimmt (A). Die Ebene zwischen den 
Spindelpolen steht im rechten Winkel zur Teilungsachse (B). Klassifiziert wurde das Verhältnis der 
Teilungsachse zum lateralen Ventrikel (C). Die apikalen Vorläuferzellen vollziehen ihre Mitose direkt am 
Ventrikel. Während im WT (D) die meisten apikalen Vorläufer eine vertikale Teilungsachse aufweisen (60-
90°), proliferieren im KO (E) mehr Zellen asymmetrisch (0-30°). Die Quantifizierung (F) verdeutlicht, dass 
EphrinA5-defiziente Tiere eine Verschiebung der Teilungssymmetrie hin zur asymmetrischen Proliferation 
aufweisen. Resultate aus 3 unabhängigen Experimenten; Balken: A 5 µm, E 10 µm; n=Anzahl der 
analysierten Zellen. 
 
 
Durch asymmetrische Proliferation werden sowohl postmitotische Neurone (asymmetrisch, 
neurogen), als auch  basale Vorläuferzellen (asymmetrisch, proliferativ) erzeugt. Daher sollte im 
Folgenden untersucht werden, welche Identität die generierten Tochterzellen aufweisen, die aus 
einer Zellteilung hervorgehen. Dazu wurde ein funktioneller pair-cell Assay durchgeführt, bei dem 
kortikale Vorläuferzellen aus wildtypischen Embryonen des Entwicklungstages E13,5 isoliert und 
als dissoziierte Einzelzellen in klonaler Dichte kultiviert wurden (Abbildung 9 A). Nach 24 Stunden 
entstanden durch Teilung Zellpaare (Abbildung 9 B), die hinsichtlich ihrer Identität immun-
zytochemisch auf die Expression von Nestin und βIII-Tubulin untersucht wurden (Abbildung 9 C-E). 
Während Nestin ein intermediäres Filament darstellt, das in allen neuronalen Vorläuferzellen 
inklusive radialen Gliazellen vorkommt (Chanas-Sacre et al., 2000), wird βIII-Tubulin spezifisch in 
postmitotischen Neuronen exprimiert (Tischfield and Engle, 2010). Jedes detektierte Zellpaar 
wurde als ein Proliferationsereignis angenommen, wobei jene, die mindestens ein 
postmitotisches Neuron enthielten, als neurogen zusammengefasst wurden, während die Pärchen 
mit zwei Nestin-reaktiven Zellen als proliferativ klassifiziert wurden. Um nun die Funktion von 
EphrinA5 in vitro zu untersuchen, erfolgte die Inkubation der kortikalen Vorläuferzellen unter 
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Zugabe von 5 µg/ml rekombinantem EphrinA5-Fc oder Fc-Kontrollprotein. Dieser Versuch stellt 
somit einen komplementären Ansatz zu der loss of function Mausmutante dar.  
Die Kontroll-Fc behandelten kortikalen Vorläuferzellen teilten sich in 96,4 % (± 1,3 %) aller 
detektierten Proliferationsereignisse neurogen und lediglich in 3,7 % (± 1,2 %) proliferativ 
(Abbildung 9 F). Nach EphrinA5-Fc-Exposition wurden weniger βIII-Tubulin-positive und mehr 
Nestin-reaktive Zellen detektiert als in den Kontrollen. Insgesamt 10,3 % (± 0,1 %) aller 
detektierten Teilungsereignisse waren nach EphrinA5-Fc Stimulation proliferativ, während ein 
verringerter Anteil von 89,7 % (± 0,6 %) als neurogene Zellteilung klassifiziert wurde (Kontroll-Fc 
n=191, efnA5-Fc n=233; T-Test, *p<0,05). Somit deutet die Quantifizierung auf eine Reduktion der 
neurogenen Teilung nach EphrinA5-Fc Stimulation um 23,8 % (± 0,6 %) hin.  
 
 
 
Abbildung 9: Die Stimulation kortikaler Vorläuferzellen mit rekombinantem EphrinA5-Fc an E13,5 erhöht 
den Anteil der sich proliferativ teilenden Vorläuferzellen. Um den Einfluss des Signalmoleküls EphrinA5 auf 
die Identität der Tochterzellen zu untersuchen, welche aus einem Teilungsereignis an E13,5 hervorgehen, 
wurde ein funktioneller pair-cell Assay durchgeführt. Dabei wurden kortikale Vorläuferzellen aus dem 
somatosensorischen Kortex wildtypischer Embryonen an E13,5 isoliert (A) und im Folgenden für 24 Stunden 
mit 5 µg/ml rekombinantem EphrinA5-Fc oder Kontroll-Fc kultiviert. Die aus Teilung hervorgegangenen 
Zellpaare (B) wurden immunhistochemisch hinsichtlich ihrer Identität mit spezifischen Antikörpern gegen 
den Proliferationsmarker Nestin und dem neuronalen Marker βIII-Tubulin untersucht (C-E). Dabei wurden 
durch proliferative Teilung entstandene Zellpaare detektiert, bei denen beide Tochterzellen den 
Proliferationsmarker Nestin exprimierten (C). Teilungsereignisse, aus denen ein Vorläufer und ein βIII-
Tubulin-positives Neuron (D), oder zwei βIII-Tubulin-positive Neurone (E) entstammten, wurden dagegen 
als neurogen klassifiziert. Die Quantifizierung aller detektierten Proliferationsereignisse (F) verdeutlicht, 
dass nach Zugabe von rekombinantem EphrinA5-Fc eine reduzierte neurogene Proliferation ermittelt 
wurde. Resultate aus 2 unabhängigen Experimenten; Balken: 100 µm; T-Test, *p<0,05 (MW±SEM); n=Anzahl 
der analysierten Zellpaare. 
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Da dieses Experiment einen komplementären Ansatz zu den Untersuchungen in den EphrinA5-
defizienten Mäusen darstellt, sind die Resultate übereinstimmend mit der erhöhten Anzahl 
postmitotischer Neurone, die im KO an E13,5 quantifiziert wurde. Die Daten deuten somit darauf 
hin, dass EphrinA5 in die Regulation der Zellteilung apikaler Vorläuferzellen involviert ist und 
dadurch die finale Anzahl basaler Intermediärzellen und ausdifferenzierter Projektionsneurone 
kontrolliert. 
Desweiteren wurde auch die Zellteilung zur späten Neurogenese an E16,5 vergleichend 
untersucht, da zu diesem Zeitpunkt die oberen Schichten gebildet werden. Die mitotisch aktiven 
Zellen verbrauchen sich an späteren Entwicklungszeitpunkten durch terminale, neurogene Teilung 
und produzieren dadurch den Großteil an postmitotischen Neuronen der superfiziellen Schichten 
(Götz and Huttner, 2005). Terminal neurogen proliferierende Vorläuferzellen zeichnen sich durch 
die exklusive Expression des Neurogens Insm-1 aus (Farkas et al., 2008; Rosenbaum et al., 2011). 
Deshalb wurde mit Hilfe einer in situ Sonde gegen Insm-1 (freundlicherweise von Prof. Wieland B. 
Huttner/MPI Dresden zur Verfügung gestellt) die Anzahl an symmetrisch neurogen 
proliferierenden Zellen in WT (Abbildung 10 A, C) und KO (Abbildung 10 B, D) untersucht. Zur 
vergleichenden Analyse wurden Intensitätsmessungen von vertikalen Ausschnitten aus dem 
dorsolateralen Kortex an E16,5 erstellt und auf den Hintergrund normalisiert (Abbildung 10 E). Die 
resultierenden Kurvenverläufe verdeutlichen, dass in EphrinA5-defizienten Mäusen im Vergleich 
zu Kontrolltieren ein reduzierter Bereich der Insm-1 Expression detektiert wurde (WT n=23, 
KO n=21; Two-way Anova, *** p<0,001). Man kann in den Kurven zwei Maxima im Bereich der 
proliferativen Zonen VZ und SVZ erkennen, da hier terminal proliferierende Vorläuferzellen 
lokalisiert sind. In den EphrinA5-knockout Tieren ist das Maximum in der SVZ jedoch deutlich 
schmaler, was auch durch die ermittelten Halbwertsbreiten wiederspiegelt wird. In wildtypischen 
Kontrolltieren wurde eine Halbwertsbreite von 14,6 ermittelt, während diese in EphrinA5-
defizienten Mäusen lediglich 10,7 betrug. Die Ergebnisse deuten auf eine verringerte terminale 
Teilung in der SVZ EphrinA5-defizienter Mäusen während der Bildung der oberen Schichten hin, 
was mit der verringerten Austrittsrate aus dem Zellzyklus an E16,5 korreliert (Abbildung 6 E-G). 
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Abbildung 10: Die symmetrische, terminale Teilung ist in EphrinA5-defizienten Mäusen an E16,5 reduziert. 
Um Vorläufer zu identifizieren, die bei der nächsten Teilung zwei postmitotische Neurone generieren, 
wurde eine in situ Hybridisierung gegen das Neurogen Insm-1 durchgeführt. Die Markierung ergab im WT 
(A) und KO (B) ein deutliches Signal in den transienten proliferativen Zonen. Zur Quantifizierung wurden 
vertikale Intensitätsmessungen von Ausschnitten aus dem dorsolateralen Kortex von WT (C) und KO (D) 
erstellt und auf den Hintergrund normalisiert. Die ermittelten Kurvenverläufe (E) zeigen zwei 
Intensitätsmaxima in den proliferativen Zonen VZ und SVZ, wo terminal proliferierende Vorläuferzellen 
lokalisiert sind. Die ermittelten Graphen deuten an, dass die terminal neurogene Teilung in den EphrinA5-
defizienten Mäusen (grau gestrichelt) im Vergleich zum WT (schwarz) reduziert ist. Besonders in der SVZ, 
wo die basalen Intermediärzellen residieren, wurde eine Reduktion des in situ Signals im KO verzeichnet. 
Resultate aus 3 unabhängigen Experimenten; Balken: A, B 500 µm, D 100 µm; Two-way Anova, ***p<0,001; 
n=Anzahl der analysierten Ausschnitte. 
 
 
4.6 Die Proliferation und Identität kortikaler Vorläuferzellen wird über EphrinA5/EphA4 
Interaktionen beeinflusst 
Wie bereits erwähnt, handelt es sich bei EphrinA5 um einen membrangebundenen Liganden, der 
mit verschiedenen Eph-Rezeptortyrosinkinasen interagieren kann. Neben allen Rezeptoren des 
A-Systems ist auch EphB2 ein potentieller Bindungspartner von EphrinA5 (Gale et al., 1996; 
Himanen et al., 2004). Unter all den möglichen Interaktionspartnern sollte deshalb der Effekt-
vermittelnde Rezeptor identifiziert werden. Dazu wurde zunächst das Expressionsmuster aller 
potentiellen Bindungspartner mittels in situ Hybridisierung an E14,5 analysiert um zu ermitteln, 
welche Rezeptoren in den proliferativen Zonen gebildet werden (Abbildung 11).  
Unter allen untersuchten Eph-Rezeptortyrosinkinasen zeigte lediglich EphA4 eine deutliche 
Expression in den transienten, proliferativen Zonen (Abbildung 11 E). Für EphA4 wurde bereits 
beschrieben, dass es die Proliferation kortikaler Vorläuferzellen fördert (North et al., 2009). Somit 
ist der EphA4-Rezeptor ein vielversprechender Kandidat, der durch EphrinA5-Bindung die 
mitotische Aktivität kortikaler Vorläuferzellen beeinflussen könnte.  
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Abbildung 11: EphA4 wird in den transienten, proliferativen Zonen des embryonalen Kortex exprimiert. 
EphrinA5 kann an alle Rezeptoren des A-Systems, sowie an EphB2 binden. Die Nisslfärbung eines koronalen 
Gehirnschnittes an E14,5 veranschaulicht die verschiedenen embryonalen Domänen (A). EphA1 (B), EphA2 
(C), EphA6 (G) und EphA8 (I) wurden an E14,5 nicht im embryonalen Kortex detektiert, während EphA7 (H) 
und EphB2 (J) eine schwache Expression über alle embryonalen Schichten zeigten. EphA3 (D) und EphA5 (F) 
wurden an E14,5 in der kortikalen Platte exprimiert und lediglich EphA4 (E) wies eine deutliche Expression 
in den transienten, proliferativen Zonen des embryonalen Kortex auf. Resultate aus mindestens 2 
unabhängigen Experimenten; Balken: 500 µm; Ctx=Kortex; LGE=Laterale ganglionische Eminenz; 
MGE=Mediale ganglionische Eminenz; POA=Präoptisches Areal. 
 
 
Um zu verifizieren, ob es sich bei EphA4 um den Effekt-vermittelnde Rezeptor handelt, wurden 
die kortikalen Schichten adulter EphA4-knockout Mäuse adäquat zu den EphrinA5-defizienten 
Tieren hinsichtlich der radialen Ausdehnung untersucht. Falls die Interaktion zwischen EphA4 und 
EphrinA5 die Proliferation kortikaler Vorläuferzellen reguliert, würde auch eine EphA4-Defizienz 
eine Fehlbildung der laminaren Architektur verursachen. Deshalb wurden Gehirnschnitte adulter 
EphA4-defizienter Mäuse angefertigt und mittels DAPI-Kernfärbung markiert, um eine 
Unterscheidung der kortikalen Schichten zu ermöglichen. Die Quantifizierung der laminaren 
Organisation in EphA4-knockout Mäusen ergab analog zu den Resultaten aus EphrinA5-
defizienten Tieren eine persistente Verschiebung der kortikalen Schichten. Dieser Phänotyp war in 
den EphA4-defizienten Mäusen sogar noch stärker manifestiert als in vergleichbaren EphrinA5-
knockout Tieren. Auch in EphA4-defizenten Mäusen konnte im Vergleich zum WT eine Expansion 
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der infragranulären Schichten 5 und 6, bei gleichzeitiger Reduktion der supragranulären Schichten 
2/3 und 4 im somatosensorischen Kortex (Bregma=0; Interaural=3,8 mm) ermittelt werden 
(Abbildung 12). Dabei nahmen die unteren Schichten 5 und 6 in den EphA4 ko Tieren um 6,4 % zu, 
auf insgesamt 57,8 % (± 0,5 %). Im Gegensatz dazu waren die supragranulären Schichten 2/3 und 
4 EphA4-defizienter Mäuse auf insgesamt 34,2 % (± 0,5 %) reduziert (WT n=16, EphA4 ko n=24; 
T-Test, *** p<0,001). Der vergleichbare Phänotyp EphrinA5-defizienter und EphA4-knockout 
Mäuse weist darauf hin, dass EphA4/EphrinA5-Interaktionen die Proliferation und Identität 
kortikaler Vorläuferzellen regulieren und dadurch die korrekte Ausbildung der kortikalen 
Zytoarchitektur beeinflussen. 
 
 
 
 
Abbildung 12: EphA4-Defizient verursacht eine persis-
tente Verschiebung der adulten, kortikalen Schichten. 
Eine Quantifizierung der radialen Ausdehnung einzelner 
kortikaler Schichten im somatosensorischen Kortex 
(Bregma=0; Interaural=3,8 mm) EphA4-defizienter Mäuse 
an P37 deutete auf eine Verschiebung der laminaren 
Organisation hin, wie sie auch in EphrinA5-knockout 
Tieren detektiert wurde. Die Analyse ergab eine Expansion 
der infragranulären Schichten 5 und 6, bei einer gleich-
zeitigen Reduktion der supragranulären Schichten 2/3 und 
4. Resultate aus 3 unabhängigen Experimenten; T-Test, 
**p<0,005; ***p<0,001 (MW±SEM); n=Anzahl der 
analysierten Ausschnitte. 
 
 
 
4.7 EphA4 ist auf den basalen Fortsätzen radialer Gliazellen lokalisiert 
In situ Hybridisierungen gegen EphA4-mRNA an E14,5 zeigten, dass der Rezeptor in den 
transienten, proliferativen Zonen des murinen Kortex exprimiert wird (Abbildung 13 A). Deshalb 
wurde eine immunhistochemische Doppelfärbung in koronalen Gefrierschnitten an E14,5 gegen 
EphA4 und Nestin durchgeführt, einem Marker für neuronale Vorläuferzellen. Nestin-positive, 
radiale Gliazellen weisen morphologisch eine charakteristische polare Struktur auf. Sie besitzen 
einen langen radialen Fortsatz der sich durch den gesamten Kortex bis zur Pia spannt. Die 
immunhistochemische Markierung deutete darauf hin, dass der EphA4-Rezeptor in die Zell-
membran um das Soma herum und entlang der radialen Fortsätze integriert ist (Abbildung 13 B). 
Diese Resultate sollten im Folgenden an dissoziierten, kortikalen Einzelzellen verifiziert werden.  
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Abbildung 13: EphA4 wird von radialen Gliazellen exprimiert und ist in der Zellmembran entlang der glialen 
Fortsätze lokalisiert. Eine in situ Hybridisierung an E14,5 gegen EphA4 (A) zeigt, dass der Rezeptor in den 
transienten proliferativen Zonen des sich entwickelnden embryonalen Kortex exprimiert wird. 
Immunhistochemische Markierungen an E14,5 gegen EphA4 und Nestin an wildtypischen koronalen 
Gehirnschnitten (B) und dissoziierten Einzelzellen (C) zeigen eine Expression des Rezeptors durch radiale 
Gliazellen. Um zu überprüfen, ob rekombinantes EphrinA5-Fc an kortikale Vorläuferzellen bindet, wurden 
dissoziierte Einzelzellen von wildtypischen Embryonen an E14,5 isoliert und mit rekombinantem Alexa488-
markiertem EphrinA5-Fc inkubiert. EphrinA5-Fc-Alexa488 bindet an Ki67-positive (D) und Pax6-reaktive (E) 
Vorläuferzellen. Die Überlagerung des EphrinA5-Alexa488-Signals mit einer EphA4-Markierung lässt darauf 
schließen, dass rekombinantes EphrinA5-Fc-Alexa488 an EphA4 bindet (F). Die orthographische Darstellung 
konnte dabei eine direkte Kolokalisation von Rezeptor und Ligand zeigen (G). Durch diese Interaktion wird 
der Rezeptor aktiviert, wie eine immunhistochemische Markierung gegen EphA4 (H) und PY99 
veranschaulicht (H´). Resultate aus 3 unabhängigen Experimenten; Balken: A 500 µm, B 100 µm, C-G 10 µm, 
H 5 µm; CP=kortikale Platte, IMZ=Intermediärzone, VZ=Ventrikularzone, SVZ=Subventrikularzone. 
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Dazu wurde der Kortex von wildtypischen Embryonen an E14,5 isoliert, kortikale Einzelzellen 
isoliert und diese für 24 Stunden auf beschichteten Deckgläschen kultiviert. Nach der Fixation 
erfolgte ebenfalls eine Antikörpermarkierung gegen EphA4 und Nestin. Analog zu den 
Beobachtungen in den Gehirnschnitten, konnte eine Expression des EphA4-Rezeptors durch 
radiale Gliazellen detektiert werden (Abbildung 13 C). Die Quantifizierung deutet dabei auf eine 
vollständige Koexpression hin, da jede analysierte, Nestin-positive Vorläuferzelle (n=58) ein 
entsprechendes Signal des EphA4-Rezeptors aufwies. Jedoch konnte keine EphA4-Expression 
durch βIII-Tubulin-reaktive, postmitotische Neurone detektiert werden (Daten nicht gezeigt). 
Diese Resultate stehen in Übereinstimmung mit der in situ Hybridisierung und weisen darauf hin, 
dass EphA4 von kortikalen Vorläuferzellen exprimiert wird. 
Um zu analysieren, ob rekombinantes EphrinA5 an den EphA4-Rezeptor bindet und um die 
EphrinA5-affinen Bindungsstellen auf zellulärer Ebene zu charakterisieren, wurden im Folgenden 
Bindungsexperimente an dissoziierten kortikalen Einzelzellen durchgeführt. Dazu wurden 
Einzelzellsuspensionen aus Gewebe des somatosensorischen Kortex wildtypischer Embryonen an 
E14,5 hergestellt und auf beschichteten Deckgläschen kultiviert. Bevor die kortikalen Zellen nach 
24 Stunden fixiert wurden, erfolgte eine Inkubation mit 5 µg/ml des rekombinanten Liganden 
EphrinA5, der mit einem Alexa488-konjugierten Antikörper geclustert wurde. Anschließend 
wurden die kortikalen Einzelzellen mit verschiedenen Markern hinsichtlich ihrer Identität 
untersucht.  
Zunächst sollte analysiert werden, ob EphrinA5 an kortikale Vorläufer bindet, die EphA4 
exprimieren. Dazu wurden die Zellen gegen den Transkriptionsfaktor Pax6 gefärbt, der exklusiv in 
apikalen Vorläuferzellen exprimiert wird. Die ermittelten Daten weisen darauf hin, dass 
rekombinantes EphrinA5-Fc an Pax6-reaktive radiale Gliazellen bindet (Abbildung 13 E), für die 
eine EphA4-Expression bereits in vorherigen Experimenten detektiert wurde. Weiterhin erfolgte 
eine Antikörpermarkierung gegen EphA4 (Abbildung 13 F), wodurch eine Kolokalisation des 
Alexxa488-konjugierten, rekombinanten EphrinA5 und dem Rezeptor ermittelt wurde 
(Abbildung 13 G). Eine zusätzliche Färbung gegen Phosphotyrosin (PY99) zeigt, dass der EphA4-
Rezeptor durch die Interaktion mit EphrinA5 aktiviert wird (Abbildung 13 H). Fc-Kontrollprotein, 
welches ebenfalls mit dem Alexa488-konjugierten Antikörper geclustert wurde, bindet nicht an 
die dissoziierten Einzelzellen, was die Spezifität der detektierten Interaktionen verdeutlicht (Daten 
nicht gezeigt). Die Bindungsstudien an dissoziierten kortikalen Einzelzellen stützen die Hypothese, 
dass EphrinA5 mit dem affinen Bindungspartner EphA4 interagiert, der entlang der radialen 
Fortsätze von apikalen Vorläuferzellen exprimiert wird. Die Markierung gegen Phosphotyrosin 
deutet an, dass der EphA4-Rezeptor durch diese Interaktion aktiviert wird, was wiederum die 
Proliferation und Identität der kortikalen Vorläuferzelle beeinflussen kann. Diese Ergebnisse sind 
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übereinstimmend mit den vergleichbaren Phänotypen in EphA4- und EphrinA5-knockout Mäusen 
und lassen auf eine Relevanz dieser Liganden/Rezeptor-Bindung für die Entwicklung der kortikalen 
Schichten schließen. 
 
4.8 EphrinA5 konnte weder in proliferativen, noch in postmitotischen kortikalen Zellen 
detektiert werden 
Mittels RT-PCR konnte EphrinA5 bereits früh während der Neurogenese an E13,5 in embryonalem 
kortikalem Gewebe detektiert werden (Abbildung 14 C). Jedoch zeigten in situ Hybridisierungen 
gegen EphrinA5 an E13,5 (Abbildung 14 A) und E14,5 (Abbildung 14 B) kein Signal im sich 
entwickelnden Kortex. Somit ergab sich die Frage, wo der Ligand exprimiert wird und wie dieser 
mit seinem affinen Rezeptor EphA4 in Kontakt kommt. Mit Hilfe von Transkriptionsanalysen an 
kortikalen Einzelzellen sollte die Identität und Herkunft EphrinA5-exprimierender Zellen aufgeklärt 
werden. Diese Methode ist zum einen sensitiver als in situ Hybridisierung und hat andererseits 
den Vorteil, dass die isolierten Zellen mit verschiedenen sequenzspezifischen Primern hinsichtlich 
ihres Expressionsprofils klassifiziert werden können. Dazu wurden zunächst dissoziierte 
Zellsuspensionen aus Gewebe der kortikalen Platte und proliferativen Zonen wildtypischer 
Embryonen an E16,5 hergestellt und einzelne Zellen manuell isoliert. Die mRNA dieser Zellen 
wurde anschließend durch reverse Transkription in repräsentationsgetreue cDNA-Bibliotheken 
umgeschrieben und durch RT-PCR mit sequenzspezifischen Primern klassifiziert 
(Abbildung 14 D, E). Um die Qualität sicher zu stellen, wurden nur solche Zellen für weitere 
Analysen verwendet, die eine stabile Expression des konstitutiv exprimierten Gens βAktin 
aufwiesen. Die untersuchten Zellen wurden als mitotisch aktiv klassifiziert, wenn sie Ki67 
exprimierten, während postmitotische Projektionsneurone positiv für den Marker HuD (Fujiwara 
et al., 2008; Gauthier-Fisher et al., 2009) sind.  
Von insgesamt 71 analysierten kortikalen Einzelzellen wurden 12 eindeutig als Ki67-positive 
Vorläufer identifiziert. Während davon 10 Zellen Transkripte des Rezeptors EphA4 aufwiesen, 
konnte kein EphrinA5 in diesen mitotisch aktiven Zellen nachgewiesen werden (Abbildung 14 D). 
Weiterhin wurden 17 Einzelzellen als postmitotische Neurone identifiziert. Jedoch konnte auch in 
keiner dieser HuD-positiven cDNA-Bibliotheken EphrinA5 detektiert werden (Abbildung 14 E). 
Dagegen konnte EphrinA5 mit demselben Verfahren in Einzelzellen aus der POA detektiert 
werden, für die eine Expression des Signalmoleküls bereits beschrieben wurde (Zimmer et al., 
2008).  
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Abbildung 14: EphrinA5 wird weder von proliferativen, noch von postmitotischen kortikalen Zellen 
exprimiert. Durch RT-PCR wurde EphrinA5 bereits in kortikalen Gewebe an E13,5 nachgewiesen (C). Mittels 
in situ Hybridisierungen gegen EphrinA5 an E13,5 (A) und E14,5 (B) konnte jedoch kein Signal im sich 
entwickelnden Neokortex detektiert werden. Die mRNA ließ sich aber im basalen Telenzephalon und im 
embryonalen Thalamus nachweisen. Durch Transkriptomanalysen einzelner kortikaler Zellen wurde 
untersucht, welche neuronalen Zellen die Signalmoleküle EphrinA5 und EphA4 exprimieren. Kortikale 
Vorläuferzellen zeichneten sich durch die Expression des Proliferationsmarkers Ki67 aus. In diesen mitotisch 
aktiven Zellen konnte eine Expression von EphA4 ermittelt werden, jedoch wurden keine EphrinA5-
Transkripte detektiert (D). Postmitotische Neurone wurden durch die exklusive Expression des Markers HuD 
identifiziert. Allerdings konnte durch RT-PCR keine EphrinA5-Expression in diesen postmitotischen 
Nervenzellen nachgewiesen werden (E). Im Gegensatz dazu konnte EphrinA5 in Einzelzellen aus der POA 
detektiert werden (D, E). Resultate aus 3 Experimenten; Balken: 500 µm; Ctx=Kortex, VZ=Ventrikularzone, 
CP=kortikale Platte, Thal=Thalamus. 
 
 
Die Resultate der RT-PCR an dissoziierten Einzelzellen konnten die EphA4-Expression durch 
kortikale Vorläuferzellen verifizieren. Jedoch wurde kein EphrinA5 in mitotisch aktiven kortikalen 
Zellen detektiert. Eine parakrine Rezeptoraktivierung durch benachbarte Vorläuferzellen scheint 
daher unwahrscheinlich. Weiterhin deuten die Daten an, dass EphrinA5 nicht von postmitotischen 
Projektionsneuronen gebildet wird. Daher scheint die Rezeptoraktivierung über einen feedback 
Mechanismus von der kortikalen Platte undenkbar. 
 
4.9 Die proliferativen Effekte in EphrinA5-defizienten Mäusen werden nicht durch Unterschiede 
in der Invasion kortikaler Interneurone verursacht 
Als nächstes wurde die Möglichkeit in Betracht gezogen, dass migrierende Interneurone aus dem 
basalen Telenzephalon den A-Liganden in den Kortex importieren. Wie in der in situ 
Hybridisierung ersichtlich ist, wird EphrinA5 in den ganglionischen Eminenzen im basalen 
Telenzephalon exprimiert (Abbildung 14 B). Für EphrinA5 wurde bereits beschrieben, dass es die 
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Migration GABAerger Interneurone reguliert, indem es sie davon abhält in Nicht-Zielgebiete 
einzuwandern (Zimmer et al., 2008). Somit ist es denkbar, dass der Effekt auf die Proliferation in 
EphrinA5-defizienten Mäusen durch ein verspätetes Einwandern kortikaler Interneurone 
verursacht wird. Hinzu kommt, dass der Neurotransmitter GABA selbst die Proliferation 
neuronaler Vorläuferzellen steuert (Haydar et al., 2000; Wang and Kriegstein, 2009). Das 
bedeutet, dass einmigrierende inhibitorische Interneurone die Proliferation kortikaler Vorläufer 
beeinflussen könnten. Deshalb ist es vorstellbar, dass die veränderte Proliferation in EphrinA5-
defizienten Mäusen ein indirekter Effekt fehlgeleiteter Interneurone darstellt. Um diese 
Möglichkeit zu überprüfen, wurden mit Hilfe immunhistochemischer Markierungen gegen 
Calbindin die einwandernden Interneurone an unterschiedlichen Entwicklungszeitpunkten 
untersucht (Abbildung 15). Calbindin ist ein etablierter Marker für unreife Interneurone 
(Anderson et al., 1997; Faux et al., 2010; Polleux et al., 2002) und dient daher als Hinweis, wie 
weit dieser Zelltyp bereits in den sich entwickelnden Kortex einmigriert ist. Um auf die 
Proliferation zu wirken, müssen die Interneurone im dorsolateralen Kortex präsent sein. Da in der 
vorliegenden Arbeit bereits zur frühen Neurogenese an E13,5 eine veränderte Proliferation in den 
EphrinA5-knockout Mäusen ermittelt wurde, erfolgte die Analyse der Interneurone zu diesem 
Entwicklungszeitpunkt. Außerdem wurde zur späten Neurogenese an E16,5 analysiert, ob 
Unterschiede zwischen EphrinA5-defizienten Mäusen und vergleichbaren Wildtypen hinsichtlich 
der Interneuroneninvasion in den zerebralen Kortex auftreten. Ermittelt wurde der 
Migrationsindex, der sich aus der Migrationsdistanz der Interneurone im Kortex im Verhältnis zur 
gesamten Kortexlänge berechnet. 
Die Immunhistochemische Markierung gegen Calbindin an E13,5 (Abbildung 15 A, B) weist darauf 
hin, dass die ersten kortikalen Interneurone gerade erst die Grenze zwischen Pallium und 
Subpallium passiert haben und beginnen, in das dorsale Telenzephalon einzuwandern. Die 
Quantifizierung der Migrationsdistanz (Abbildung 15 C) verdeutlicht, dass keine signifikanten 
Unterschiede zwischen EphrinA5-defizienten Versuchstieren und gleichalten Wildtypen ermittelt 
wurden. Die Migrationsdistanz, normalisiert auf die gesamte Kortexlänge, ergab einen Quotienten 
von 0,06 (±0,02) im EphrinA5-knockout und 0,1 (±0,04) in wildtypischen Kontrolltieren (WT n=8, 
KO n=10; T-Test, p>0,05). Diese Daten weisen darauf hin, dass zur frühen Neurogenese an E13,5, 
wenn in EphrinA5-defizienten Mäusen die ersten proliferativen Veränderungen detektiert 
werden, die kortikalen Interneurone noch nicht den dorsolateralen Kortex erreicht haben.  
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Auch zur späteren Neurogenese an E16,5 konnten keine Unterschiede in der Anzahl und 
Verteilung der kortikalen Interneurone in WT und KO festgestellt werden (Abbildung 15 D-E). Im 
WT wurde eine auf die Kortexlänge normalisierte Migrationsdistanz von 0,71 (± 0,08) ermittelt 
und ein Quotient von 0,7 (± 0,04) im KO (WT n=11, KO n=12; T-Test, p>0,05; Abbildung 15 F).  Die 
Ergebnisse weisen darauf hin, dass die Veränderungen der Proliferation und Identität kortikaler 
Vorläuferzellen nicht durch die Invasion EphrinA5-exprimierender Interneuronen verursacht 
werden. 
 
 
 
Abbildung 15: Es gibt keine Unterschiede in der Invasion kortikaler Interneurone in den Neokortex von 
EphrinA5-defizienten Mäusen und Kontrolltieren. Immunhistochemische Markierungen gegen den Marker 
Calbindin, der spezifisch in unreifen Interneuronen exprimiert wird, visualisieren in den Kortex 
einwandernde inhibitorische Interneurone. Zur frühen Neurogenese an E13,5 konnten in EphrinA5-
defizienten Mäusen bereits die ersten proliferativen Unterschiede ermittelt werden. Die 
immunhistochemische Markierung gegen Calbindin zeigt, dass die kortikalen Interneurone zu diesem 
Entwicklungszeitpunkt erst die palliale-subpalliale Grenze erreicht haben (A WT, B KO). Die Quantifizierung 
an E13,5 ergab keine signifikanten Unterschiede in der Migrationsrate in den Kortex invadierender 
Interneurone (C). Auch zur späteren Kortexentwicklung an E16,5 wurden keine Unterschiede in der 
Migrationsdistanz kortikaler Interneurone zwischen WT (D) und KO (E) ermittelt (F). Resultate aus 2 
Experimenten; n= Anzahl der analysierten Ausschnitte; Balken: B 200 µm, E 500 µm; Ctx= Kortex, 
LV=lateraler Ventrikel. 
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4.10 Thalamische Afferenzen importieren extrakortikales EphrinA5 in den sich entwickelnden 
Neokortex 
Die bisherige Suche nach dem Signalmolekül EphrinA5 deutet darauf hin, dass die Proliferation 
kortikaler Vorläuferzellen zwar abhängig von EphrinA5 ist, jedoch konnte der Ligand weder  in 
proliferativen, noch in postmitotischen kortikale Zellen detektiert werden. Auch migrierende, 
GABAerge Interneurone scheinen nicht die proliferativen Unterschiede in EphrinA5-defizienten 
Mäusen zu verursachen. Deshalb fokussierten sich die Untersuchungen im Folgenden auf ein 
extrakortikales Gebiet, in dem bereits während der frühen Neurogenese an E13,5 eine EphrinA5-
Expression detektiert wurde. Wie die in situ Hybridisierung verdeutlicht, wurde der Ligand bereits 
an E13,5 in der Mantelzone des embryonalen Thalamus detektiert (Abbildung 16 D). Aus diesem 
Grund wurde im Folgenden analysiert, ob einwachsende thalamokortikale Fasern den Liganden in 
den Neokortex importieren und dadurch die mitotische Aktivität kortikaler Vorläufer 
beeinflussen. 
Die ersten thalamischen Axone erreichen den Kortex bereit an E13 und beginnen ab E14 in die 
Subplatte einzuwachsen (Auladell et al., 2000). Um den zeitlichen Verlauf der einwachsenden 
thalamokortikalen Projektionen zu verifizieren wurden vergleichende immunhistochemische 
Markierungen unterschiedlicher Entwicklungszeitpunkte an Wildtyptieren durchgeführt. Dabei 
wurde ein Antikörper gegen das Zelladhäsionsmolekül L1 verwendet, welches im Thalamus 
exprimiert wird und ebenfalls entlang der thalamokortikalen Axone lokalisiert ist (Demyanenko et 
al., 2011). Bereits an E13,5 konnten thalamokortikale Fasern in der Mantelzone des embryonalen 
Thalamus ermittelt werden (Abbildung 16 E). In dieser Zone wurde auch eine EphrinA5-Expression 
detektiert (Abbildung 16 D). Außerdem wurden an E13,5 bereits Pionierneurone an der pallialen-
subpallialen Grenze visualisiert. Dies deutet darauf hin, dass die ersten thalamokortikalen Fasern 
bereits den Kortex erreicht haben. Zu diesem Zeitpunkt wurden im dorosolateralen Kortex 
EphrinA5-defizienter Mäuse die ersten proliferativen Unterschiede im Vergleich zu Kontrolltieren 
beobachtet. An E14,5 (Abbildung 16 B) wurde ein deutliches faserartiges Signal in der IMZ 
ermittelt, welches an E16,5 (Abbildung 16 C) die komplette IMZ bis hin zum medialen Kortex 
durchzog. Somit scheint die thalamokortikale Projektion dem zeitlichen Verlauf der Neurogenese 
zu folgen. Erste Pionieraxone scheinen bereits während der Bildung der tiefen Schichten an E13,5 
im dorsolateralen Kortex vorhanden zu sein und wenn die Mehrheit der kortikalen 
Projektionsneurone generiert wird, wurde bereits eine stabile thalamokortikale Projektion 
beobachtet. 
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Abbildung 16: An E13,5 erreichen die ersten Pionieraxone aus dem Thalamus, wo auch EphrinA5 exprimiert 
wird, den sich entwickelnden Kortex. Das Zelladhäsionsprotein L1 visualisiert die thalamokortikale 
Projektion. An E13,5 ist ein Signal von der Mantelzone des sich entwickelnden Thalamus (E), bis hin zur 
pallialen-subpallialen Grenze sichtbar (A). In der Mantelzone des embryonalen Thalamus wird an E13,5 auch 
das Signalmolekül EphrinA5 exprimiert (D). An E14,5 (B) und E16,5 (C) konnte bereits eine stabile 
thalamokortikale Projektion ermittelt werden. Tracing-Experimente an E16,5 mit dem fluoreszierenden 
Farbstoff DiI visualisieren Fasern im Kortex, basalen Telenzephalon und im ventrobasalen Kernkomplex des 
embryonalen Thalamus (F), der bereits bekannt ist, den somatosensorischen Kortex zu innervieren. Eine in 
situ Hybridisierung gegen EphrinA5 an E16,5 weist darauf hin, dass auch der Ligand im thalamischen 
ventrobasalen Kernkomplex exprimiert wird. Resultate aus mindestens 2 Experimenten; Balken: 500 µm; 
Ctx=Kortex, Thal=Thalamus, VZ=Ventrikularzone, IMZ=Intermediärzone, CP=Kortikale Platte. 
 
 
Als Nächstes sollte ein Tracing Experiment mit dem Farbstoff DiI (1,1´-dioctadecyl-3,3,3´-
tetramethyl-indocarbocyanine perchlorate) die innervierenden thalamokortikalen Fasern 
visualisieren. Das fluoreszierende DiI kann im fixierten Gewebe sowohl als retrograder, als auch 
als anterograder Marker eingesetzt werden (Godement et al., 1987). Der Farbstoff dringt in die 
angrenzenden Zellen, verteilt sich durch Diffusion über die Lipidmembran und visualisiert dadurch 
die gesamte Morphologie einer Zelle. Dazu wurde ein Kristall DiI in den dorsolateralen Kortex 
fixierter Gehirne an E16,5 platziert und diese für einen Monat bei 37 °C inkubiert. Danach wurden 
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Gefrierschnitte angefertigt und mikroskopisch analysiert. Der fluoreszierende Farbstoff 
visualisierte Fasern im Kortex, basalen Telenzephalon und Thalamus (Abbildung 16 F). Das Signal 
akkumulierte im thalamischen ventrobasalen Kernkomplex, der bereits beschrieben ist den 
somatosensorischen Kortex zu innervieren (Uziel et al., 2006). Eine in situ Hybridisierung an E16,5 
zeigte, dass in diesem thalamischen Kernkomplex auch das Signalmolekül EphrinA5 exprimiert 
wird (Abbildung 16 G). Die Resultate weisen darauf hin, dass Zellen des thalamischen 
ventrobasalen Kerns das Signalmolekül EphrinA5 exprimieren und über die thalamokortikale 
Innervation in den Kortex importiert wird. 
Es wurde bereits in vitro gezeigt, dass thalamische Axone die Proliferation muriner, kortikaler 
Vorläuferzellen regulieren (Dehay et al., 2001). So wurde auch für das Oberflächenmolekül L1 
beschrieben, dass es die Differenzierung der neuronalen Vorläuferzellen fördert (Dihne et al., 
2003). Da EphrinA5 ebenfalls die Wegfindung von Axonen reguliert ist es denkbar, dass die 
thalamischen Fasern EphrinA5 defizienter Mäuse verspätet in den Kortex einwachsen und 
dadurch indirekt die Proliferation beeinflusst wird. Um einen möglichen indirekten Effekt 
aufzuklären, wurde das Wachstum thalamischer Fasern in vitro untersucht. Dazu wurde der 
embryonale Thalamus von EphrinA5-knockout Mäusen und vergleichbaren Wildtypen an E14,5 
isoliert und Explantate hergestellt, die für zwei Tage auf Deckgläschen kultiviert wurden 
(Abbildung 17 A). Anschließend wurde ermittelt, wie weit die Axone ausgewachsen waren. 
Analysiert wurde der Quotient aus der Fläche der ausgewachsenen Fasern und der Größe des 
ursprünglichen Exlantates. Die Quantifizierung der Wachstumsrate (Abbildung 17 B) ergab keine 
signifikanten Unterschiede zwischen den Thalamusexplantaten aus EphrinA5-defizenten Mäusen 
und Kontrolltieren. Der ermittelte Quotient betrug für wildtypische Talamusexplantate 3,3 (± 0,2) 
und 3,6 (± 0,2) für den Knockout (WT n=58, KO n=27; T-Test, p>0,05; Abbildung 17 C). Die 
vergleichbare Wachstumsrate spricht damit gegen einen indirekten Effekt der thalamokortikalen 
Projektion durch Unterschiede beim Einwachsen. 
Als nächstes sollte Untersucht werden, ob thalamische Explantate EphrinA-Liganden exrimieren. 
Aus Ermanglung eines spezifischen Antikörpers gegen EphrinA5, der in der Immunhistochemie 
funktioniert, wurden Bindungsexperimente mit rekombinantem EphA3-Fc durchgeführt. Dieser 
synthetische Rezeptor bietet den Vorteil gegenüber rekombinantem EphA4, dass er lediglich an 
Liganden des EphrinA-Systems bindet. EphA4 kann zusätzlich mit EphrinB2 und EphrinB3 
interagieren. Der rekombinante EphA3-Rezeptor wurde mit einem Alexa488-konjugierten 
Antikörper geclustert und anschließend ausgewachsene Thalamusexplantate (2div) mit dem 
agglomierierten Rezeptor inkubiert. Vor der Fixation wurden die Explantate mehrmals gewaschen, 
um unspezifische Signale durch ungebundenes EphA3-Fc Alexa488 zu vermeiden.  
Ergebnisse 
 53
 
Abbildung 17: EphrinA-Liganden sind entlang thalamischer Axone lokalisiert. Für die Herstellung der 
Explantate wurde der embryonale Thalamus an E14,5 isoliert (A), manuell zerhackt und 2 Tage  auf 
beschichteten Deckgläschen kultiviert (B). Um zu untersuchen, ob thalamische Explantate von WT und KO 
unterschiedlich auswachsen, wurde der Wachstumsindex der Explantate bestimmt (C). Dieser berechnete 
sich aus dem Quotienten der Fläche der ausgewachsenen Axone, normalisiert auf die Größe des 
ursprünglichen Explantats. Es konnte kein Unterschied in der Wachstumsrate von thalamischen Explantaten 
aus WT und KO ermittelt werden. Weiter wurde überprüft, ob die ausgewachsenen Axone EphrinA-
Liganden aufweisen. Dazu wurden die thalamischen Explantate mit rekombinantem EphA3-Fc-Alexa488 
inkubiert. 76,2 % (± 5,2 %) der analysierten Explantate wiesen affine Bindungsstellen für den 
rekombinanten Rezeptor auf, die entlang der Axone lokalisiert waren (D). Resultate aus mindestens 2 
Experimenten; n=Anzahl der analysierten Explantate; Balken:  500 µm; Ctx= Kortex, Thal=Thalamus, 
VZ=Ventrikularzone, IMZ=Intermediärzone, CP=Kortikale Platte. 
 
 
Die Quantifizierung des Fluoreszenzsignals ergab, dass 76,2 % (± 5,2 %) der analysierten 
Explantate (n=21) eine Bindung von rekombinantem EphA3-Fc Alexa488 aufwiesen. Dies lässt 
schlussfolgern, dass der embryonale Thalamus EphrinA-Liganden exprimiert und steht im Einklang 
mit der durchgeführten in situ Hybridisierung gegen EphrinA5. Das punktuelle Fluoreszenzsignal 
wurde entlang der ausgewachsenen thalamischen Axone detektiert (Abbildung 17 D), was darauf 
hindeutet, dass die A-Liganden in der Zellmembran der Fasern lokalisiert sind. 
Kürzlich wurde für verschiedene axonale Proteine beschrieben, das die mRNA in die Axone 
transportiert werden kann, um dort eine schnelle Expression zu gewährleisten und rasch auf 
Umwelteinflüsse reagieren zu können (Jung et al., 2012). In diesem Zusammenhang wurde auch 
für Ephrine diese axonale Transkription beschrieben. Deshalb sollte untersucht werden, bo 
EphrinA5-mRNA in thalamischen Axonen vorhanden ist. Dazu wurden die thalamischen Explantate  
zunächst mit dem Farbstoff Syto14® inkubiert. Dieser fluoreszente Marker interkaliert in 
Nukleinsäuren lebender Zellen, jedoch ist die Signalintensität um ein sechsfaches stärker, wenn es 
mit RNA interagiert (Knowles et al., 1996). Thalamische Explantate (E14,5) wurden für zwei Tage 
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kultiviert und vor dem Fixieren 1 h mit 5 µM Syto14® inkubiert. Durch diese Methode konnten 
distinkte RNA-Granula entlang der thalamischen Axone visualisiert werden (Abbildung 18 A).  
Im Folgenden sollte analysiert werden, ob sich auch EphrinA5-mRNA in den Axonen von 
thalamischen Explantaten nachweisen lässt. Dazu wurden wieder Explantate aus wildtypischen 
Embryonen an E14,5 hergestellt und für 24 Stunden kultiviert. Anschließend wurden manuell 
unter visueller Kontrolle die Axone von ausgewachsenen thalamischen Explantaten gesammelt 
(Abbildung 18 B), wobei darauf geachtet wurde, keine Kontamination durch Zellkörper zu 
erhalten. Anschließend wurde die RNA aufgereinigt und nach der cDNA-Synthese dienten 
spezifische Primer zum Nachweis der axonalen Transkripte. Da auch für das konstitutiv 
exprimierte Gen βAktin solch ein axonaler Transport beschrieben wurde (Jung et al., 2012), diente 
dies als Positivkontrolle. Nur solche axonalen cDNA-Bibliotheken wurden zur weiteren 
Klassifizierung verwendet, die eine stabile Expression des konstitutiv aktiven Gens βAktin 
aufwiesen. 
 
 
Abbildung 18: Thalamische Axone weisen EphrinA5-mRNA auf. Der Farbstoff Syto14® markiert 
Nukleinsäuren lebender Zellen (A). Die Markierung zeigt, dass in thalamischen Axonen RNA-Granula 
lokalisiert ist (Pfeil). Unter visueller Kontrolle wurden mit Hilfe eines Mikromanipulators thalamische Axone 
manuell isoliert (B). Dabei wurde darauf geachtet, dass keine Zellkerne mit aufgenommen wurden. Aus den 
gesammelten Axonen wurde die RNA isoliert und in cDNA umgeschrieben. In insgesamt 2 von 16 cDNA-
Bibliotheken wurden EphrinA5-Transkripte detektiert (C). Resultate aus 3 Experimenten; n=Anzahl der 
analysierten cDNA-Bibliotheken; Balken:  A 100 µm, A´ 50 µm. 
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Die RT-PCR mit den axonalen Proben (Abbildung 18 C) zeigt, dass tatsächlich EphrinA5-Transkripte 
(n=2) in den analysierten, axonalen cDNA-Bibliotheken (n=16) nachgewiesen werden konnten. Da 
lediglich ein kleiner Bereich des embryonalen Thalamus EphrinA5 exprimiert, sind auch nur 
wenige der angefertigten Explantate positiv. Die Resultate deuten darauf hin, dass EphrinA5 von 
thalamischen Axonen exprimiert wird. Ein Import des Signalmoleküls in den sich entwickelnden 
Neokortex durch die thalamokortikale Innervation ist somit denkbar.  
 
4.11 Ektopisches EphrinA5-Fc in der kortikalen Platte und Intermediärzone beeinflusst die 
Identität der kortikalen Vorläuferzellen 
Wenn EphA4 von radialen Gliazellen exprimiert wird und durch die Lokalisation auf den 
Fortsätzen im gesamten Kortex vorhanden ist, sollte es für potentielle Interaktionspartner in allen 
embryonalen Schichten erreichbar sein. Um die Präsenz von möglichen Interaktionsstellen des 
Liganden EphrinA5 im embryonalen Kortex zu untersuchen, wurden Bindungsstudien mit 
rekombinantem EphrinA5-Fc in embryonalen, organotypischen Schnittkulturen durchgeführt. 
Dazu wurden lebende Gehirnschnitte von wildtypischen Embryonen an E14,5 angefertigt und mit 
5 µg/ml rekombinantem EphrinA5-Fc inkubiert, welches zuvor mit einem Alexa488-konjugiertem 
Antikörper geclustert wurde. War eine entsprechende EphrinA5-affine Bindungsstelle in den 
Schnittkulturen vorhanden, wurde der rekombinante Ligand an dieser Stelle gebunden. Während 
ungebundene Liganden nach der Inkubation herunter gewaschen wurden, verblieb 
immobilisiertes EphrinA5-Fc Alexa488 auf den Schnitten und konnte nachfolgend mikroskopisch 
detektiert werden. Der rekombinante Ligand wurde im gesamten Kortex nachgewiesen, mit einer 
Akkumulation im Bereich der VZ und CP/IMZ (Abbildung 19 A). Diese Bindungsstudie deutet 
darauf hin, dass EphrinA5 im gesamten Kortex an affine Interaktionspartner binden kann und 
steht somit im Einklang mit der zuvor dargestellten Proteinverteilung des EpA4 Rezeptors. 
Die mögliche Regulation der Proliferation durch eine EphA4/EphrinA5-Interaktion an den glialen 
Fortsätzen sollte nun anhand eines eleganten in vitro Versuchs funktionell analysiert werden. 
Dazu wurden lebende Schnittkulturen von EphrinA5-knockout Gehirnen an E14,5 angefertigt, bei 
denen im Folgenden entweder EphrinA5-Fc, oder Kontroll-Fc beschichtete Agarosekügelchen in 
die CP/IMZ platziert wurden (Abbildung 19 B). Dabei sollte untersucht werden, ob eine ektopische 
EphrinA5-Exposition in den basalen Zonen des embryonalen Kortex der knockout-Tiere eine 
erhöhte Produktion basaler Vorläuferzellen auslöst. Somit stellt auch dieser funktionelle Assay 
einen komplementären Ansatz zu der loss of function Mausmutante dar. 
Da in vorangegangenen Experimenten bereits ermittelt wurde, dass EphrinA5-defiziente Mäuse 
eine verringerte Anzahl Tbr2-positiver, basaler Vorläuferzellen aufweisen, wurde im Bereich unter 
den Agarosekügelchen die Zellzahlen Tbr2-reaktiver Vorläufer quantifiziert (Abbildung 19 C). 
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Unter Beachtung des transversalen Entwicklungsgradienten (Bayer and Altman, 1991), wurde der 
Bereich unter den Agarosekugeln ausgezählt und auf gleichgroße laterale und mediale Areale 
normalisiert. Falls EphA4/EphrinA5-Interaktionen die Generierung basaler Vorläuferzellen fördert, 
sollten unter den EphrinA5-Fc beschichteten Kugeln mehr Intermediärzellen vorhanden sein als 
unter den Kontrollkugeln. Und tatsächlich fanden sich tendentiell mehr basale Intermediärzellen 
unterhalb des ektopischen EphrinA5-Fc (Abbildung 19 D). Im Vergleich zu den Kontrollen waren 
unter den EphrinA5-Fc beschichteten Agarosekugeln 19,93 % mehr Tbr2-reaktive, basale 
Intermediärzellen vorhanden (Kontrolle n=4, efnA5-Fc n=8; T-Test, p=0,06). Diese Tendenz lässt 
darauf schließen, dass der EphA4-Rezeptor durch den rekombinanten Liganden in der CP/IMZ 
aktiviert wurde und dadurch die Proliferation und Differenzierung der apikalen Vorläuferzellen 
beeinflusste. Eine Aktivierung des EphA4-Rezeptors außerhalb der transienten, proliferativen 
Zonen ist somit denkbar. 
 
 
 
Abbildung 19: Ektopisches EphrinA5 in der CP/IMZ ist ausreichend um die EphA4-vermittelten proliferativen 
Effekte zu induzieren. Bindungsstudien sollten zeigen, wo EphrinA5-affine Interaktionspartner in 
Schnittkulturen vorhanden sind. Dazu wurde rekombinantes EphrinA5-Alexa488 auf organotyoischen 
Schnittkulturen inkubiert und dann die Proteinverteilung analysiert. Das punktuelle Signal wurde im 
gesamten Kortex detektiert, mit einer Akkumulation in den proliferativen Zonen und in der CP/IMZ (A). Um 
zu untersuchen, ob ektopisches EphrinA5-Fc in der kortikalen Platte ausreichend ist, die Proliferation 
kortikaler Vorläuferzellen in vitro zu beeinflussen, wurden organotypische Schnittkulturen EphrinA5-
defizienter Embryonen an E14,5 angefertigt. In die kortikale Platte/obere IMZ wurden Agarosekugeln 
platziert, die entweder mit rekombinantem EphrinA5-Fc oder Kontrollprotein beschichtet waren (B). Nach 
zwei Tagen in vitro wurden die Schnittkulturen einer immunhistochemischen Markierung gegen Tbr2 
unterzogen, einem Marker für basale Vorläuferzellen (C). Ermittelt wurde die Anzahl der basalen 
Vorläuferzellen pro Fläche, wobei die ermittelte Zellzahl unter den Agarosekugeln aufgrund des 
transversalen Entwicklungsgradienten auf gleichgroße laterale und mediale Bereiche normalisiert 
wurde. Die Quantifizierung zeigt tendentiell mehr Tbr2-reaktive Zellen unter den EphrinA5-Fc beschichteten 
Agarosekugeln (D). Resultate aus 2 unabhängigen Experimenten; T-Test, p=0,06 (MW±SEM); n=Anzahl der 
analysierten Schnitte. VZ=Ventrikularzone; SVZ=Subventrikularzone; IMZ=Intermediärzone, CP=Kortikale 
Platte, MZ=Marginalzone. 
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Die vorgestellten Ergebnisse unterstützen die Hypothese, dass thalamische Afferenzen während 
der Entwicklung des Neokortex die Proliferation und Identität kortikaler Vorläuferzellen durch das 
Einführen von extrakorikalem EphrinA5 regulieren. Die thalamischen Axone importieren den 
membrangebundenen Liganden EphrinA5 in den Kortex, wo eine Interaktion mit dem 
Bindungspartner EphA4 ermöglicht wird, der entlang der radialen Fortsätze glialer Vorläuferzellen 
lokalisiert ist. Durch die EphrinA5/EphA4 Interaktion wird der Rezeptor aktiviert, was zu 
Veränderungen der mitotischen Aktivität der Rezeptor-tragenden, kortikalen Vorläuferzellen 
führt, was wiederum die finale Anzahl an Neuronen der laminaren Schichten reguliert. 
In dieser Arbeit konnten somit erste in vivo Evidenzen für eine subkortikale Regulation der 
Proliferation kortikaler Vorläuferzellen gezeigt werden, die durch EphA4/EphrinA5-Interaktion 
vermittelt wird und dadurch die finale Anzahl an postmitotischen Neuronen in den einzelnen 
kortikalen Schichten beeinflusst. 
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5 Diskussion 
 
Im Verlauf der Neurogenese generieren kortikale Vorläuferzellen eine Vielzahl von morphologisch 
und funktionell unterschiedlichen Neuronen für die Schichten des zerebralen Neokortex. Die 
mitotische Aktivität der proliferierenden Zellen wird dabei durch eine Vielzahl intrinsischer und 
extrinsischer Faktoren beeinflusst, welche die Proliferation und sukzessive Differenzierung 
steuern. Es wurde bereits gezeigt, dass thalamische Afferenzen die Arealisierung des Kortex 
beeinflussen (O'Leary, 1989), jedoch ist wenig darüber bekannt, welchen Einfluss die 
thalamokortikale Projektion auf die Proliferation neuronaler Vorläuferzellen hat. In dieser Arbeit 
werden erste Evidenzen vorgestellt, die eine exogene Regulation der Anzahl und Identität 
kortikaler Vorläufer durch einwachsende thalamische Axone vorschlagen, wodurch die laminare 
Organisation des Neokortex beeinflusst wird. Dabei wurden EphA4/EphrinA5-Interaktionen als 
mögliche Regulatoren des Zellschicksals kortikaler Vorläufer identifiziert. Während EphA4 von 
radialen Gliazellen exprimiert wird, die aufgrund ihrer Morphologie die embryonalen Schichten 
strukturell miteinander verbinden, konnte EphrinA5 in thalamischen Axonen detektiert werden, 
die während des Einwachsens in die IMZ den Liganden in den Neokortex importieren. Diese 
Ergebnisse deuten auf eine entwicklungsrelevante Funktion der EphA4/EphrinA5-Interaktionen 
während der embryonalen Schichtenbildung hin. 
 
5.1 Ephrine beeinflussen die mitotische Aktivität kortikaler Vorläuferzellen 
Eph-Rezeptortyrosinkinasen und ihre membrangebundenen Liganden werden lokal und zeitlich 
begrenzt in distinkten Domänen des embryonalen Gehirns exprimiert. Sie regulieren eine Vielzahl 
entwicklungsrelevanter Prozesse, wie Synaptogenese, axonale Lenkung und Wegfindung 
migrierender Interneurone (Castellani and Bolz, 1997; Flanagan and Vanderhaeghen, 1998; 
Kullander and Klein, 2002; Pasquale, 2005), sie wirken verzweigungsfördernd auf thalamische 
Afferenzen (Castellani and Bolz, 1996; Uziel et al., 2008) und sind in die Regulation von Apoptose, 
Proliferation und Differenzierung involviert (Depaepe et al., 2005; North et al., 2009; Park et al., 
2013; Qiu et al., 2008). So wurde gezeigt, dass die Aktivierung des Rezeptors EphA7 durch den 
Liganden EphrinA5 während der frühen Neurogenese an E12,5 die Apoptose kortikaler 
Vorläuferzellen fördert und dadurch die finale Anzahl der mitotisch aktiven Zellen in vitro 
beeinflusst (Depaepe et al., 2005). Weiterhin wurde für EphA4 beschrieben, dass der Rezeptor die 
Caspase-abhängige Apoptose fördert und dadurch die adulte Neurogenese in der SVZ reguliert, 
was jedoch durch die Bindung des affinen Liganden EphrinB3 inhibiert wird (Furne et al., 2009). 
Vergleichende Antikörpermarkierungen gegen den Apoptosemarker Caspase-3 ließen jedoch 
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keine Unterschiede in der Anzahl apoptotischer kortikaler Zellen in EphrinA5-defizienten Mäusen 
und vergleichbaren Kontrolltieren an E13,5 und E16,5 erkennen (Gerstmann et  al., 2010; Daten 
nicht gezeigt.) Abweichungen im programmierten Zelltod scheinen daher nicht die Ursache für die 
ermittelte persistente Verschiebung der kortikalen Schichten in adulten EphrinA5-defizienten 
Mäusen zu sein. 
Desweiteren sind verschiedene Vertreter der Ephrin-Familie in die parakrine Regulation kortikaler 
Vorläuferzellen involviert. Für das Signalmolekül EphrinB1 wurde bereits beschrieben, dass es in 
der Ventrikularzone exprimiert wird und durch EphB1-induziertes reverse signaling die 
Proliferation kortikaler Vorläuferzellen aufrechterhält (Qiu et al., 2008). Mit einsetzender 
Neurogenese wird der Ligand in den mitotisch aktiven Zellen herunter reguliert. Ein Verlust der 
Proteinfunktion resultiert in vorzeitiger neuronaler Differenzierung. Vertreter der Ephrin-Familie 
scheinen somit in die zeitliche Regulation der Delamination und Differenzierung neuronaler 
Vorläuferzellen involviert zu sein und können dadurch die embryonale Schichtenbildung 
beeinflussen. Auch für die parakrine Aktivierung des EphA4-Rezeptors durch EphrinB1 wurde  
bereits beschrieben, dass dies die Proliferation kortikaler Vorläuferzellen fördert und somit den 
Vorrat an neuronalen Stammzellen vergrößert (North et al., 2009). Außerdem stimulieren Ephrine 
die adulte Neurogenese und die Zellteilung im adulten olfaktorischen System (Conover et al., 
2000) sowie im sich entwickelnden Hippocampus (Chumley et al., 2007). So weisen EphrinA5-
defiziente Mäuse eine reduzierte mitotische Aktivität im postnatalen Hippocampus auf, die mit 
frühzeitiger Bildung postmitotischer Neurone verbunden ist (Hara et al., 2010). Ferner stellen die 
Liganden EphrinA2 und EphrinA3, welche in der SVZ des adulten Kortex und Hippocampus 
exprimiert werden, negative Regulatoren der adulten Neurogenese dar (Jiao and Chen, 2008). Ein 
Funktionsverlust dieser Proteine führt zu einer Aktivierung der Proliferation, weshalb die 
Manipulation des Ephrin-Signalweges einen interessanten Therapieansatz bei der Zellerneuerung 
nach Neurodegeneration darstellt. 
Für EphA4/EphrinA5-Interaktionen wurde außerdem beschrieben, dass sie die Motilität und 
adhäsiven Eigenschaften kortikaler Neurone in vitro beeinflussen (Zimmer et al., 2007). Die 
Regulation der Adhäsion ist kritisch für die Balance zwischen Zellteilung und Differenzierung und 
somit für die korrekte Ausbildung postmitotischer Neurone. Funktion und Integrität des 
Neuroepithels sind von den adhäsiven Kontakten zwischen den neuronalen Stammzellen abhängig 
und die Regulation dieser adherent junctions beeinflusst die Proliferation und Differenzierung. Die 
Reduktion der Adhäsion führt zur Delamination aus dem Neuroepithel und frühzeitiger 
Neurogenese (Rousso et al., 2012; Stocker and Chenn, 2009; Zhang et al., 2010). Verschiedene 
Schlüsselkomponenten der adherent junctions wurden bereits identifiziert, die notwendig für 
Aufbau und Funktion dieser Zell-Zell-Kontakte sind. Ein essentieller Bestandteil dieser adhäsiven 
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Kontakte ist N-Cadherin und der Funktionsverlust dieses Proteins führt zu struktureller 
Desorganisation des Neuroepithels, zu frühzeitiger Delamination und zur Akkumulation 
ektopischer Neurone in der VZ  (Rousso et al., 2012; Zhang et al., 2010). Für EphrinA5 wurde 
bereits beschrieben, dass es N-Cadherin während der Linsenentwicklung zu den adherent 
junctions rekrutiert (Cooper et al., 2008) und somit die Etablierung der Zell-Zell-Kontakte fördert. 
Die mögliche Funktion von EphA4/EphrinA5 bei der Regulation der Adhäsion kortikaler 
Vorläuferzellen könnte die Delamination steuern und dadurch die Balance zwischen Proliferation 
und Differenzierung regulieren. Der Verlust von EphA4 oder EphrinA5 könnte dabei in einer 
reduzierten Adhäsion der neuronalen Vorläuferzellen resultieren und dadurch die Delamination 
und frühzeitige Differenzierung begünstigen. Dies steht in Übereinstimmung mit der erhöhten 
Anzahl postmitotischer Neurone, welche an E13,5 in EphrinA5-knockout Mäusen detektiert wurde 
und der Expanison der adulten infragranulären Schichten in EphrinA5- und EphA4-defizienten 
Mäusen. 
 
5.2 EphA4/EphrinA5-Interaktionen regulieren die Balance von Proliferation und Differenzierung  
In dieser Arbeit wurde das Signalmolekül EphrinA5 als potentieller Regulator der kortikalen 
Proliferation und Differenzierung identifiziert. Dabei konnte zunächst eine persistente 
Verschiebung der adulten Zytoarchitektur in EphrinA5-defizienten Mäusen detektiert werden, 
wobei eine Expansion der infragranulären Schichten auf Kosten reduzierter supragranulären 
Schichten ermittelt wurde (Gerstmann et al., 2010; Abbildung 5 A-C). Dies lieferte erste Hinweise, 
das EphrinA5 in die Regulation der laminaren Organisation involviert ist. Bereits frühe Arbeiten 
belegen den Zusammenhang zwischen der zeitlichen Bildung der Projektionsneurone und ihrer 
laminaren Identität (McConnell, 1991). Früh geborene Neurone sind für die tiefen Schichten 
bestimmt, während später geborene Nervenzellen die oberen Schichten besiedeln (Polleux et al., 
1997; Takahashi et al., 1999). Immunhistochemische Markierungen gegen Tbr1 an E13,5 haben 
gezeigt, dass die kortikale Platte EphrinA5-defizienter Mäuse dicker ist als die von Kontrolltieren 
(Abbildung  6 B-D), was mit einer erhöhten Anzahl an postmitotischen Neuronen korreliert, die 
zur frühen Neurogenese gebildet werden. Daraus lässt sich schlussfolgern, dass EphrinA5-
defiziente Mäuse während der Bildung der infragranulären Schichten vermehrt Neurone 
generieren. Es wurde bereits beschrieben, dass eine gesteigerte Austrittsrate aus dem Zellzyklus 
zur frühen Neurogenese mit einer erhöhten Anzahl postmitotischer Neurone in den tiefen 
Schichten assoziiert ist (Mairet-Coello et al., 2012; Tury et al., 2011). 
Im Gegensatz dazu weisen vergleichende birhtdating Experimente an E16,5 darauf hin, dass im 
EphrinA5-knockout während der späten Kortikogenese weniger Vorläuferzellen den Zellzyklus 
verlassen (Abbildungen 6 E-G). Das wiederum deutet an, dass in EphrinA5-knockout Tieren zur 
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späten Neurogenese weniger Projektionsneurone für die supragranulären Schichten gebildet 
werden. Diese Experimente sind somit konsistent mit der beobachteten Verschiebung der adulten 
Zytoarchitektur in EphrinA5-knockout Mäusen und weisen auf eine regulatorische Funktion des 
Signalmoleküls EphrinA5 auf die Proliferation kortikaler Vorläuferzellen hin.  
Durch RT-PRC konnte das Signalmolekül EphrinA5 bereits an E13,5 in kortikalem Gewebe 
nachgewiesen werden (Abbildung 14 C). Jedoch haben Untersuchungen mittels in situ Hybridi-
sierung (Abbildung 14 A, B) und RT-PCR an isolierten, kortikalen Vorläuferzellen (Abbildung 14 D) 
ergeben, dass EphrinA5 selber nicht in den transienten, proliferativen Zonen des sich 
entwickelnden Embryos exprimiert wird. Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit anderen 
Expressionsstudien, die ebenfalls keine EphrinA5-Expression durch kortikale Vorläufer detektieren 
konnten (Deschamps et al., 2009; Deschamps et al., 2010; North et al., 2009). Da ein Effekt auf die 
Balance von Proliferation und Differenzierung in EphrinA5-defizienten Mäusen beobachtet wurde, 
deutet dies auf die Expression eines EphrinA5-affinen Interaktionspartners durch kortikale 
Vorläuferzellen hin. Für Eph- Rezeptortyrosinkinasen und ihre membrangebundenen Liganden 
wurde bereits beschrieben, dass bidirektionale Aktivierungsereignisse möglich sind (Davy and 
Soriano, 2005; Holland et al., 1996; Kullander and Klein, 2002). Das bedeutet, dass durch forward 
signalling eine Signalkaskade in der Rezeptor-tragenden Zelle ausgelöst werden kann und durch 
reverse signalling in der Liganden-exprimierenden Zelle. Der Bindungspartner von EphrinA5 
scheint durch klassische Ligandenbindung aktiviert zu werden und dadurch die Proliferation durch 
forward signalling zu beeinflusst. Das würde bedeutet, dass der in EphrinA5-knockout Mäusen 
detektierte Phänotyp nur ein indirekter Effekt durch verminderte Aktivierung des affinen 
Interaktionspartners darstellt. Nach dieser Hypothese sollte ein Funktionsverlust dieses Rezeptors 
einen stärkeren Phänotyp hervorrufen als der Verlust des interagierenden Liganden  EphrinA5. 
Neben allen Rezeptoren des A-Systems ist auch EphB2 ein potentieller Bindungspartner von 
EphrinA5 (Gale et al., 1996; Himanen et al., 2004). Deshalb wurde zunächst mittels in situ 
Hybridisierung an E14,5 das Expressionsmuster aller potentiellen Bindungspartner des 
Signalmoleküls EphrinA5 untersucht, um zu analysieren, welcher Rezeptor in den transienten, 
proliferativen Zonen des sich entwickelnden Neokortex exprimiert wird (Abbildung 11). Die Studie 
ergab, dass lediglich EphA4 zum untersuchten Entwicklungszeitpunkt eine stabile Expression in 
den proliferativen Zonen aufwies. Zudem wurde für EphA4 bereits beschrieben, dass die 
Aktivierung des Rezeptors die Proliferation fördert (North et al., 2009). Eine Analyse der radialen 
Ausdehnung der kortikalen Organisation ergab in EphA4-defizienten Tieren, analog zum EphrinA5-
knockout, eine Expansion der infragranulären Schichten, bei gleichzeitiger Reduktion der 
supragranulären Schichten (Abbildung 12). Diese Verschiebung der kortikalen Organisation war in 
EphA4-knockout Tieren sogar noch stärker ausgeprägt. Der vergleichbare Phänotyp deutet darauf 
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hin, dass die Aktivierung des EphA4-Rezeptors durch EphrinA5 in die Regulation der Proliferation 
und dadurch in die Ausbildung der kortikalen Schichtung involviert ist. Die dargestellten 
Ergebnisse schlagen ein EphrinA5-induziertes EphA4 forward signalling vor, wobei eine parakrine 
Aktivierung, wie sie bereits für EphA4/EphrinB1-Interaktionen beschrieben wurde (North et al., 
2009), aufgrund der dargestellten Expressionsmuster eher unwahrscheinlich ist. Die Ergebnisse 
deuten darauf hin, dass die Interaktion zwischen EphA4 und EphrinA5 die Balance zwischen 
Proliferation und Delamination steuert und dadurch in die zeitliche Regulation der kortikalen 
Schichten involviert ist. 
 
5.3 Radiale Gliazellen dienen als strukturelle Verbindung der embryonalen Zonen 
Eine wichtige Frage die es zu beantworten galt war, wie die potentielle Interaktion zwischen 
EphrinA5 und seinem EphA4-Rezeptor zustande kommt, da diese nicht überlappend in 
unterschiedlichen embryonalen Zonen detektiert wurden. Während EphA4 in den transienten 
proliferativen Zonen exprimiert wird (Abbildung 13 A), konnte keine EphrinA5-Expression durch 
kortikale Vorläuferzellen in diesen Arealen ermittelt werden (Abbildung 14 A, B). Diese Resultate 
zeigen, dass der Ligand außerhalb der proliferativen Zonen lokalisiert ist. Bereits Seuntjens et al., 
(2009) haben ein feedback signalling beschrieben, bei dem postmitotische Neurone der kortikalen 
Platte die Proliferation neuronaler Vorläuferzellen regulieren, jedoch blieb der zugrunde liegende 
Mechanismus ungeklärt. In der vorliegenden Arbeit wurden radiale Gliazellen als strukturelle 
Verbindung zwischen den embryonalen Zonen identifiziert, die durch ihre morphologischen 
Eigenschaften eine lokale Interaktion zwischen Vorläufern und Faktoren außerhalb der 
transienten, proliferativen Zonen ermöglichen.  
Der apikale Fortsatz der radialen Gliazellen bestimmt die Lokalisation und den Teilungsmodus 
einer radialen Gliazelle. Außerdem ist bereits bekannt, dass der Apikalkomplex in den lateralen 
Ventrikel ragt und dadurch Wachstumsfaktoren und proliferationsfördernde Signale aus der 
zerebrospinalen Flüssigkeit rezipiert (Lehtinen and Walsh, 2011; Tiberi et al., 2012). Die 
vorliegende Arbeit schlägt eine Funktion des basalen Fortsatzes bei der Wahrnehmung externer 
Faktoren aus der Intermediärzone und kortikalen Platte vor. Doppelmarkierungen an E14,5 gegen 
EphA4 und Nestin in koronalen embryonalen Gehirnschnitten (Abbildung 14 B) sowie an 
kortikalen Einzelzellen (Abbildung 14 C) haben ergeben, dass der Rezeptor von radialen Gliazellen 
exprimiert wird und entlang der basalen glialen Fortsätze lokalisiert ist, welche den gesamten 
Kortex durchspannen. Dadurch ist der membranständige Rezeptor im gesamten, embryonalen 
Kortex präsent und kann auch außerhalb der proliferativen Zonen mit potentiellen 
Bindungspartnern interagieren. Somit wird ein Kontakt des EphA4-Rezeptors mit seinem affinen 
Liganden EphrinA5 in der IMZ möglich.  
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Um diese Hypothese zu testen, wurde ein eleganter in vitro Versuch durchgeführt. Dabei wurden 
EphrinA5-Fc oder mit Kontrollprotein beschichtete Agarosekügelchen in die CP/IMZ von lebenden 
Schnittkulturen EphrinA5-defizienter Mäuse an E14,5 platziert und die Auswirkung auf die 
Identität kortikaler Vorläuferzellen mittels Tbr2-Markierung analysiert. Dabei konnte festgestellt 
werden, dass ektopisches EphrinA5-Fc in der CP/IMZ ausreicht, um die Proliferation zu 
beeinflussen, da unter den EphrinA5-Fc beschichteten Agarosekugeln eine erhöhte Anzahl Tbr2-
reaktiver basaler Intermediärzellen detektiert wurde (Abbildung 19 D). Diese Ergebnisse 
unterstützen die Hypothese, dass EphrinA5 den Rezeptor EphA4 auch außerhalb der transienten 
proliferativen Zonen aktivieren kann und dadurch die Anzahl und Identität kortikaler 
Vorläuferzellen beeinflusst. EphA4/EphrinA5-Interaktionen stellen somit einen potentiellen 
Aktivator der kortikalen Proliferation dar, während der Funktionsverlust dieser Proteine in 
frühzeitiger Delamination und Differenzierung resultiert. Radiale Gliazellen bieten dabei eine 
geeignete Gerüststruktur, die eine Interaktion von EphA4 und EphrinA5 außerhalb der 
proliferativen Zonen ermöglicht. Auch andere Oberflächenmoleküle aus der kortikalen Platte und 
IMZ könnten so auf die kortikalen Vorläuferzellen einwirken. Beispielsweise werden auch 
Faktoren der Meningen von den basalen glialen Fortsätzen rezipiert und beeinflussen dadurch die 
Proliferation und neuronale Differenzierung der radialen Gliazellen (Barakat et al., 1981; 
Gensburger et al., 1986; Radakovits et al., 2009). 
 
5.4 Kortikale Vorläuferzellen und laminare Identität 
In verschiedenen Publikationen wurde bereits berichtet, dass eine quantitative Veränderung 
verschiedener Vorläufersubtypen die radiale Ausdehnung der kortikalen Schichten beeinflussen 
kann. So wurde beschrieben, dass eine Dezimierung der basalen Vorläuferzellen in reduzierten 
supragranulären Schichten resultiert (Georgala et al., 2010), was konsistent mit den hier 
dargestellten Ergebnissen ist. Auch in EphrinA5-defizienten Mäusen wurde eine Reduktion der 
basalen Vorläufer an E16,5 detektiert (Abbildung 7 F, G), die mit einer Verschiebung der adulten 
kortikalen Schichten assoziiert ist. Jedoch ist bisher wissenschaftlich umstritten, welchen Beitrag 
apikale und basale Vorläuferzellen für die finale Anzahl der exzitatorischen Projektionsneurone in 
den verschiedenen kortikalen Schichten leisten. Es wurden bereits verschiedene Proteine 
identifiziert, welche die Differenzierungsprogramme neuronaler Vorläuferzellen beeinflussen. Die 
apikalen Vorläuferzellen generieren durch asymmetrische proliferative Teilung basale 
Intermediärzellen, die ihren Zellkörper in die SVZ translozieren (Frantz et al., 1994; Götz and 
Huttner, 2005). Interessanterweise ist der Transkriptionsfaktor Pax6, der exklusiv in apikalen 
Vorläuferzellen exprimiert wird, essentiell für die Generierung der korrekten Anzahl an basalen 
Intermediärzellen (Quinn et al., 2007) und für die Produktion von Projektionsneuronen, die für die 
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supragranulären Schichten bestimmt sind (Schuurmans et al., 2004). Pax6 wird jedoch selber in 
Tbr2-reaktiven basalen Vorläufern herunter reguliert (Sansom et al., 2009). Interessanterweise 
wurde für EphrinA5-defiziente Mäuse bereits beschrieben, dass sie eine verringerte Pax6-
Expression aufweisen (Peuckert et al., 2008). Da der Transkriptionsfaktor kritisch für die 
Ausbildung basaler Intermediärzellen ist (Quinn et al., 2007) könnte eine verminderte 
intrazelluläre Proteinkonzentration zu einer reduzierten Bildung der basalen Vorläufer führen, wie 
sie in EphrinA5-defizienten Mäusen ermittelt wurde. 
Radiale Gliazellen exprimieren neurogenetische Marker, die später auch Neuronen der tiefen 
postnatalen Schichten aufweisen, wie beispielsweise Otx-1/2, Emx2, Sox1 oder Fezf2 (Chen et al., 
2005; Dehay and Kennedy, 2007; Frantz et al., 1994; Leingartner et al., 2003). Während der 
mittleren und späten neokortikalen Entwicklung, mit Erscheinen der ersten Intermediärzellen, 
exprimiert die SVZ neurogenetische Marker, wie zum Beispiel Cux1, Cux2, Satb2 oder Svet1, 
welche auch die adulten supragranulären Schichten aufweisen (Britanova et al., 2008; Nieto et al., 
2004; Seuntjens et al., 2009; Tarabykin et al., 2001). Tarabykin et al. (2001) haben gezeigt, dass 
der Funktionsverlust von Svet1 dazu führt, dass die supragranulären Schichten nicht ausgebildet 
werden. Zusätzlich expandiert die SVZ bevorzugt während der Generierung der oberen Schichten 
(Dehay and Kennedy, 2007; Lukaszewicz et al., 2006; Takahashi et al., 1999). Diese Daten stützen 
die Hypothese, dass die Intermediärzellen in der SVZ die Neurone der supragranulären Schichten 
bilden, während Projektionsneurone der unteren Schichten aus radialen Gliazellen der VZ 
hervorgehen (Nieto et al., 2004; Tarabykin et al., 2001; Zimmer et al., 2004).  
Einige Resultate der vorliegenden Arbeit sprechen ebenfalls für diese Theorie. Beispielsweise 
wurde die Verteilung von Vorläuferzellen in WT und EphrinA5-knockout vergleichend untersucht. 
Dabei deutete eine immunhistochemische Markierung gegen den Proliferationsmarker Ki67 auf 
eine Verschiebung der Vorläuferzellen in EphrinA5-defizienten Mäusen hin. Diese wiesen eine 
erhöhte Anzahl an mitotisch aktiven Zellen in der VZ auf, bei einem gleichzeitig reduzierten Anteil 
an SVZ-Vorläufern (Abbildung 7 A-C). Die differierende Anzahl mitotisch aktiver Zellen im KO ist 
konsistent mit der Anzahl an apikalen und basalen Vorläuferzellen, die darauffolgend im 
dorsolateralen Kortex von EphrinA5-defizienten Mäusen und Kontrolltieren untersucht wurde. 
Hier zeigte sich, dass EphrinA5-knockout Mäuse mehr Pax6-postive apikale Vorläuferzellen in der 
VZ aufwiesen (Abbildungen 7 D, E). Gleichzeitig deutete eine Färbung gegen den Marker Tbr2 an, 
dass EphrinA5-knockout Mäuse eine verringerte Anzahl an basalen Intermediärzellen in der SVZ 
besitzen (Abbildungen 7 F, G). Die verschobene Anzahl an kortikalen Vorläufersubtypen korreliert 
mit einer Expansion der adulten infragranulären Schichten, bei einer gleichzeitigen Reduktion der 
supragranulären Schichten. Daher weisen die Daten darauf hin, dass die apikalen Vorläuferzellen 
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aus der VZ hauptsächlich die tiefen Schichten generieren, während die Intermediärzellen der SVZ 
die meisten Neurone der oberen Schichten bilden. 
Im Gegensatz dazu zeigen andere Arbeiten, dass basale Intermediärzellen bereits sehr früh 
während der Kortikogenese im embryonalen Neuroepithel nachweisbar sind und zu diesem 
Zeitpunkt Neurone der infragranulären Schichten produzieren, gemäß dem zeitlichen Verlauf der 
Neurogenese (Farkas and Huttner, 2008; Haubensak et al., 2004; Kowalczyk et al., 2009; Noctor et 
al., 2004). Es wird sogar postuliert, dass basale Vorläuferzellen den Hauptanteil exzitatorischer 
Projektionsneurone generieren und lediglich 10 % aller Neurone direkt von radialen Gliazellen 
abstammt (Kowalczyk et al., 2009). Da basale Intermediärzellen von radialen Gliazellen generiert 
werden (Haubensak et al., 2004; Miyata et al., 2004; Noctor et al., 2004; Smart, 1972), scheinen 
diese Zelltypen eher verschiedene Stadien differenzierter Vorläufer darzustellen, als abgegrenzte 
Populationen (Franco et al., 2012). Diese Interpretation wird durch eine molekulare Studie 
gestützt, bei der Subtypen radialer Gliazellen identifiziert wurden, welche unterschiedliche 
Expressionsmuster aufwiesen und differierende Mengen basaler Intermediärzellen oder Neurone 
generierten (Pinto et al., 2008).  
Elegante tracing Experimente haben außerdem gezeigt, dass ein heterogener Vorrat an radialen 
Gliazellen existiert (Franco et al., 2012) der durch die Expression molekularer Marker determiniert 
wird. Es konnte gezeigt werden, dass manche dieser apikalen Vorläufer Cux2 exprimieren (Franco 
et al., 2012; Nieto et al., 2004) und bereits darauf geprägt sind, nur Neurone der supragranulären 
Schichten zu generieren (Franco et al., 2012). Die Cux2-negativen Zellen produzieren während der 
frühen Neurogenese Nervenzellen für die infragranulären Schichten, während Cux2-positiven 
Zellen zu diesem Zeitpunkt proliferative symmetrische Teilungen vollziehen und erst während der 
Bildung der oberen Schichten Neurone produzieren. Diese Experimente unterstützen die 
Hypothese, dass Neurone mehr durch ihre molekularen Eigenschaften determiniert werden, als 
durch den Zeitpunkt der Geburt. 
In EphrinA5-defizienten Mäusen wurde an E16,5 eine erhöhte Anzahl apikaler Vorläufer 
detektiert, auf Kosten einer reduzierten Anzahl basaler Intermediärzellen. Jedoch wurde keine 
weitere Spezifizierung der Vorläufersubtypen vorgenommen. Die differierenden Mengen 
neuronaler Vorläufer korrespondiert mit einer persistenten Verschiebung der kortikalen 
Schichten, deshalb unterstützen die dargestellten Resultate die Hypothese, dass der Hauptteil der 
supragranulären Schichten durch basale Intermediärzellen generiert wird, während die meisten 
Projektionsneurone der infragranulären Schichten von radialen Gliazellen abstammen. 
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5.5 Die Relevanz der Teilungssymmetrie für die Anzahl und Identität kortikaler Vorläuferzellen 
und postmitotischer Neurone 
Die Symmetrie der Zellteilung wird durch die Orientierung der Mitosespindel determiniert und ist 
entscheidend für die Prädestination der generierten Tochterzellen (Götz and Huttner, 2005; 
Merot et al., 2009), sowie für die finale Anzahl kortikaler Vorläuferzellen und postmitotischer 
Neurone, die zu einem determinierten Zeitpunkt gebildet werden (Chenn and McConnell, 1995; 
Rakic, 1995; Takahashi et al., 1996). Die Orientierung der Mitosespindel und Proliferationsebene 
sind kritisch für das Schicksal der resultierenden Tochterzellen und für die korrekte Bildung der 
laminaren Zytoarchitektur (Götz and Huttner, 2005; Rakic, 1988). Welche Faktoren die 
Teilungssymmetrie beeinflussen und den Wechsel von proliferativer zu neurogener Teilung 
regulieren, ist weitestgehend unbekannt. 
Die asymmetrische Proliferation ist essentiell für die Etablierung unterschiedlicher Zelltypen. Es 
gibt bereits Hinweise, dass Ephrine in die Regulation der Teilungssymmetrie involviert sind. So 
induziert EphrinB1 reverse signaling die Transition von proliferativer symmetrischer Teilung zu 
neurogener asymmetrischer Teilung (Qiu et al., 2008). Außerdem ist bekannt, dass EphrinB1 und 
EphrinB2 die Aktivität des Par-Protein-Komplexes regulieren (Lee and Daar, 2009; Lee et al., 2008; 
Nakayama and Berger, 2013), welcher an den apikalen Fortsätzen radialer Gliazellen angereichert 
ist (Götz and Huttner, 2005) und die proliferative Teilung, sowie die Bildung basaler 
Intermediärzellen fördert (Costa et al., 2010). Weiterhin wurde für EphrinA5 gezeigt, dass es in die 
Etablierung unterschiedlicher Zelltypen durch asymmetrische Teilungen im Neuralrohr und 
Notochord von Ciona intenstinalis involviert ist (Picco et al., 2007; Shi and Levine, 2008) und dabei 
die Generierung neuronaler Zellen fördern.  
Die vorliegende Arbeit postuliert einen Einfluss von EphrinA5-induzierter EphA4-Aktivität auf den 
Teilungsmodus glialer Vorläuferzellen. Anhand immunhistochemischer Markierungen gegen den 
Spindelpolmarker Aspm in Kombination mit DAPI-Kernfärbung wurde die Teilungsebene apikaler 
Vorläuferzellen in WT und EphrinA5-knockout Tieren bestimmt. Dabei zeigte sich, dass der 
Funktionsverlust von EphrinA5 an E13,5 in einer erhöhten asymmetrischen Zellteilung resultiert 
(Abbildung 8). Ein funktioneller pair-cell Assay zeigte, dass die Zugabe von rekombinantem 
EphrinA5-Fc zu einer erhöhten proliferativen Teilung führte (Abbildung 9). Im Gegensatz dazu 
verursacht der Funktionsverlust des Liganden gesteigerte neurogene Teilung, was mit einer 
erhöhten Anzahl postmitotischer Neurone an E13,5 in EphrinA5-defizienten Mäusen korreliert.  
Es ist wenig darüber bekannt, welche Faktoren die Transition von proliferativer zu neurogener 
Teilung regulieren. Ein Faktor, der diesen Übergang fördert, ist die Dauer eines Zellzyklus. Mit 
fortschreitender Neurogenese wird der Zellzyklus länger und determinierende Faktoren nehmen 
mehr Einfluss auf die Identität der resultierenden Tochterzellen (Calegari et al., 2005; Calegari and 
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Huttner, 2003; Kornack and Rakic, 1998; Takahashi et al., 1996). In EphrinA5-defizienten Mäusen 
wurde ein frühzeitiger Wechsel zur asymmetrischen neurogenen Proliferation detektiert, was mit 
einer erhöhten Neuronenproduktion während der Bildung der tiefen Schichten korreliert. Jedoch 
konnten keine Unterschiede in der Zellzykluslänge von WT und KO ermittelt werden (Daten nicht 
gezeigt).  
Die Bildung von proliferativen Zellen und postmitotischen Neuronen scheint weder an einen 
bestimmten kortikalen Vorläufersubtyp gekoppelt zu sein, noch an einen Teilungsmodus. Radiale 
Gliazellen vollziehen je nach Entwicklungszeitpunkt jede Art der Zellteilung, jedoch proliferieren 
sie bevorzugt asymmetrisch, wohingegen sich sogenannte short neuronal precursors (SNPs) meist 
symmetrisch teilen (Cai et al., 2002). Während radiale Gliazellen durch asymmetrische Teilung 
sowohl postmitotische Neurone, als auch basale Intermediärzellen hervorbringen, vergrößern 
SNPs zur frühen Neurogenese die Population neuronaler Stammzellen, während sie zu späteren 
Entwicklungszeitpunkten zumeist postmitotische Neurone durch terminale Proliferation 
produzieren (Noctor et al., 2004). Auch basale Intermediärzellen teilen sich symmetrisch und 
generieren dabei zumeist zwei postmitotische Neurone (Götz and Huttner, 2005; Haubensak et 
al., 2004; Haydar et al., 2003; Noctor et al., 2004; Smart, 1972; Takahashi et al., 1996). Jedoch 
existiert ein geringer Anteil basaler Vorläuferzellen, die symmetrische proliferative Teilung 
vollziehen (Haubensak et al., 2004; Noctor et al., 2004) und dadurch wiederum zwei basale 
Vorläuferzellen produzieren. Es wird angenommen, dass die Intermediärzellen im Verlauf der 
evolutionären Entwicklung des Neokortex durch zusätzliche proliferative Teilungen die Anzahl 
kortikaler Projektionsneurone und dadurch die Expansion der supragranulären Schichten in 
Menschen und anthropoiden Affen gesteigert haben (Smart et al., 2002). 
Eine in situ Hybridisierung gegen das Neurogen Insm-1, welches spezifisch symmetrisch neurogen 
proliferierende Vorläufer markiert (Farkas et al., 2008; Rosenbaum et al., 2011), färbt sowohl 
apikale Vorläufer in der VZ, als auch basale Intermediärzellen in der SVZ (Abbildung 10). Das 
könnte ein Hinweis darauf sein, dass die terminierenden Programme am Ende der Kortikogenese 
in verschiedenen Vorläufersubtypen ähnlich sind. Die in situ Hybridisierung gegen Insm-1 zeigte 
außerdem eine Reduktion der terminalen Proliferation in EphrinA5-defizienten Mäusen, was mit 
der verringerten Anzahl basaler Intermediärzellen korreliert, die im KO an E16,5 ermittelt wurde 
(Abbildung 7 F,G). Durch die verringerte terminale Teilung zur späten Neurogenese wird eine 
verminderte Anzahl exzitatorischer Projektionsneurone produziert, die entsprechend ihres 
Bildungszeitpunktes die superfiziellen Schichten besiedeln. Das verminderte Insm-1 Signal in der 
SVZ ist daher konsistent mit den reduzierten oberen Schichten adulter EphrinA5-defizienter 
Mäuse.  
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Die dargestellten Ergebnisse schlagen eine mögliche, regulatorische Funktion der 
EphrinA5/EphA4-Aktivität auf den Teilungsmodus kortikaler Vorläuferzellen vor. Die Interaktion 
könnte den Übergang von proliferativer zu neurogener Teilung beeinflussen und somit die finale 
Anzahl an basalen Vorläuferzellen und exzitatorischen Projektionsneuronen determinieren. Die 
Ergebnisse unterstützen die Hypothese, dass EphrinA5-induzierte EphA4-Aktivität die Proliferation 
apikaler Vorläuferzellen aufrecht erhält, während ein Funktionsverlust dieser Proteine in einer 
frühzeitigen Generierung postmitotischer Neurone resultiert und dadurch die Formierung der 
kortikalen Schichten beeinflusst.  
 
5.7 Die Proliferation kortikaler Vorläuferzellen wird durch einwachsende thalamische 
Afferenzen reguliert 
Zahlreiche Faktoren wurden bereits identifiziert, welche die Proliferation und Identität einer 
kortikalen Vorläuferzelle regulieren. Intrinsische Signalwege und Transkriptionsfaktoren 
beeinflussen den Verlauf und die Geschwindigkeit des Zellzyklus und somit die Zellteilung und 
zeitliche Bildung von Projektionsneuronen. Die Regulation der Proliferation durch die parakrine 
Aktivierung benachbarter Vorläuferzellen wurde bereits für EphrinB1, EphB1 und EphA4 
beschrieben (North et al., 2009; Qiu et al., 2008). Während EphrinB1 stark in den kortikalen 
Vorläuferzellen exprimiert wird, sind die meisten Ephrin-Liganden nicht in den transienten, 
proliferativen Zonen nachweisbar. Übereinstimmend mit anderen Studien (Deschamps et al., 
2009; Deschamps et al., 2010; North et al., 2009) wurde auch in dieser Arbeit kein EphrinA5 in den 
kortikalen Vorläuferzellen detektiert. Somit ist eine EphrinA5-induzierte Aktivierung des EphA4-
Rezeptors durch parakrine Interaktionen benachbarter Zellen undenkbar.  
Weiterhin ist eine Vielzahl an extrinsichen Faktoren bekannt, welche die Proliferation und 
Differenzierung mitotisch aktiver Zellen regulieren. So wurde beschrieben, dass postmitotische 
Neurone aus der kortikalen Platte die proliferativen Eigenschaften kortikaler Vorläufer 
beeinflussen. Der Transkriptionsfaktor Sip1 wird von Neuronen der infragranulären Schichten 
exprimiert und beeinflusst das Zellschicksal radialer Gliazellen (Seuntjens et al., 2009), jedoch 
konnte der Mechanismus nicht aufgeklärt werden, wie der nukleare Transkriptionsfaktor die 
Proliferation der glialen Zellen beeinflusst. In der vorliegenden Arbeit konnte EphrinA5 weder 
durch in situ Hybridisierung, noch mittels Transkriptionsanalyse neuronaler Einzelzellen in 
postmitotischen Neuronen nachgewiesen werden. Somit scheint auch eine EphrinA5-abhängige 
Regulation der mitotischen Aktivität radialer Gliazellen durch postmitotische Neurone aus der 
kortikalen Platte eher undenkbar. 
Weiterhin wurde bereits beschrieben, dass migrierende, glutamaterge Neurone (Teissier et al., 
2012) und invadierende Interneurone (Haydar et al., 2000) die Proliferation kortikaler 
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Vorläuferzellen beeinflussen können. Hinzu kommt, dass der Neurotransmitter GABA selbst die 
Proliferation neuronaler Vorläuferzellen steuert (Haydar et al., 2000; Wang and Kriegstein, 2009). 
Das bedeutet, dass einmigrierende inhibitorische Interneurone die Proliferation kortikaler 
Vorläufer beeinflussen könnten. Da gezeigt wurde, dass EphrinA5 auch im basalen Telenzephalon 
exprimiert wird, was konsistent mit früheren Studien ist (Zimmer et al., 2008), wurde eine 
mögliche Regulation der Proliferation durch einwandernde Interneurone, welche den A-Liganden 
in den Neokortex importieren, in Betracht gezogen. Jedoch zeigte eine Markierung gegen 
Calbindin, einen Marker für unreife Interneurone (Anderson et al., 1997; Faux et al., 2010),  dass 
die inhibitorischen Zellen zum analysierten Entwicklungszeitpunkt noch nicht den dorsolateralen 
Kortex erreicht haben (Abbildung 15 A-C), wo die proliferativen Defekte zu dem untersuchten 
Entwicklungsstadium bereits ermittelt wurden. Eine Regulation durch importiertes EphrinA5 von 
kortikalen Interneuronen ist daher eher unwahrscheinlich. 
Da EphrinA5 bereits früh während der Neurogenese an E13,5 in der Mantelzone des sich 
entwickelnden Thalamus exprimiert wird (Abbildung 16 D), in der ebenfalls thalamokortikale 
Fasern detektiert werden konnten (Abbildung 16 E), wurde auch der Einfluss thalamokortikaler 
Afferenzen auf die mitotische Aktivität neuronaler Vorläuferzellen untersucht. Es wurde bereits in 
vitro gezeigt, dass thalamische Axone die Proliferation muriner, kortikaler Vorläuferzellen 
regulieren (Dehay et al., 2001). So wurde auch für das Oberflächenmolekül L1, welches entlang 
thalamokortikaler Fasern lokalisiert ist, beschrieben, dass es die Differenzierung der neuronalen 
Vorläuferzellen fördert (Dihne et al., 2003). Um einen möglichen Einfluss thalamokortikaler 
Afferenzen auf die Proliferation kortikaler Vorläuferzellen zu analysieren, wurden zunächst mit 
Hilfe von DiI Tracing-Experimenten Fasern vom Kortex bis hin zum Thalamus visualisiert 
(Abbildung 16 F). Der Farbstoff akkumulierte im thalamischen ventrobasalen Kernkomplex, der 
bereits beschrieben ist, den somatosensorischen Kortex zu innervieren (Uziel et al., 2006). 
Interessanterweise wurde auch die Expression von EphrinA5 in diesem ventrobasalen 
Kernkomplex nachgewiesen (Abbildung 16 G). Das deutet an, dass der Thalamus während der 
Neurogenese den Liganden durch die thalamokortikale Innervation in den Kortex importiert. Die 
Präsenz von EphrinA-Liganden auf thalamischen Axonen wurde durch Bindungsstudien mit 
rekombinantem EphrinA3-Fc bestätigt (Abbildung 17 D). Mittels Syto® konnten zudem lokale 
mRNA-Granula entlang der thalamischen Fasern detektiert werden (Abbildung 18 A). Die ist 
konsistent mit aktuellen Studien, welche den Transport und die lokale Translation axonaler 
mRNAs bereits für verschiedene Signalmoleküle, unter anderem auch für einige Ephrine, 
beschrieben haben (Jung et al., 2012). Dieser Mechanismus gewährleistet eine schnelle Reaktion 
auf Umwelteinflüsse und Signalmoleküle während der Navigation von Wachstumskegeln sowie 
bei der axonalen Elongation und der Synaptogenese (Jung et al., 2012). Deshalb sollte mittels RT-
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PCR die Präsenz von EphrinA5-mRNA in thalamischen Axonen analysiert werden. Und tatsächlich 
fanden sich Transkripte des Liganden in den isolierten, thalamischen Axonen (Abbildung 18 C). Die 
Daten deuten darauf hin, dass EphrinA5 im Thalamus exprimiert wird und entlang der 
thalamokortikalen Axone lokalisiert ist. Somit ist es denkbar, dass der Thalamus den Liganden in 
die IMZ des sich entwickelnden Neokortex importiert. 
Die Invasion der thalamokortikalen Projektion korreliert mit der zeitlichen Generierung 
exzitatorischer Projektionsneurone während der Neurogenese. Es wurde bereits beschrieben, 
dass thalamokortikale Pionieraxone während der frühen Neurogenese in den Kortex einwachsen 
bevor die Hauptanzahl der Projektionsneurone entsteht (Auladell et al., 2000; Shatz and Luskin, 
1986). Die Bildung der exzitatorischen Neurone erfolgt in der Maus zwischen E11-E18 (Polleux et 
al., 1997; Takahashi et al., 1999). Die ersten thalamischen Axone erreichen den dorsolateralen 
Kortex bereits an E13, wachsen tangential in die IMZ ein und beginnen an E14 die kortikale 
Subplatte zu invadieren (Auladell et al., 2000). Das bedeutet, dass thalamische Fasern bereits 
während der frühen Neurogenese Einfluss auf die kortikale Proliferation nehmen können. Diese 
Daten sind konsistent mit durchgeführten Markierungen gegen L1, die thalamokortikale 
Afferenzen schon an E13,5 im dorsolateralen Kortex zeigen (Abbildung 16 A). Dies deutet darauf 
hin, dass die ersten Pionieraxone an E13,5 bereits in den dorsolateralen Kortex eingewachsen 
sind. Konsistent mit diesen Ergebnissen konnten die ersten proliferativen Unterschiede in 
EphrinA5-defizienten Mäusen an E13,5 beobachtet werden.  
Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit deuten auf eine extrakortikale Regulation der Proliferation 
neuronaler Vorläuferzellen durch invadierende, thalamische Afferenzen hin, welche die finale 
Anzahl exzitazorischer Projektionsneurone der einzelnen Schichten beeinflusst. Dabei wird 
extrakortikales EphrinA5 von einwachsenden, thalamokortikalen Fasern in den sich entwickelnden 
Neokortex importiert. In der IMZ findet eine EphrinA5-induzierte Aktivierung des EphA4-
Rezeptors entlang der glialen Fortsätze statt, wodurch die Proliferation kortikaler Vorläuferzellen 
reguliert wird. Der Funktionsverlust eines dieser Proteine führt zu einer mangelnden Aktivierung 
der Proliferation und resultiert in einer frühzeitigen Differenzierung, die mit einer persistenten 
Verschiebung der adulten kortikalen Schichten assoziiert ist. Die Daten weisen somit auf eine 
entwicklungsrelevante Funktion der thalamokortikalen Afferenzen bei der embryonalen 
Schichtenbildung hin. 
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Während der embryonalen Kortikogenese generieren kortikale Vorläuferzellen eine Vielzahl 
morphologisch und funktionell unterschiedlicher Neurone. Viele intrinsische und extrinsische 
Faktoren wurden bereits identifiziert, welche die Balance zwischen Proliferation und 
Differenzierung kortikaler Vorläuferzellen regulieren und dadurch die Anzahl und Identität 
postmitotischer Neurone beeinflussen. Während es wissenschaftlich anerkannt ist, dass 
einwachsende thalamokortikale Projektionen während der späten Kortikogenese in die 
Determinierung kortikaler Areale und das Überleben postmitotischer Neurone involviert sind 
(O'Leary, 1989; Sato et al., 2012), ist nur wenig über den Einfluss der thalamischen Innervation auf 
die Proliferation kortikaler Vorläuferzellen bekannt. In dieser Arbeit werden erste Evidenzen für 
eine extrakortikale Regulation der Proliferation und Identität neuronaler Vorläuferzellen durch 
einwachsende thalamische Axone vorgestellt, wodurch die Ausbildung der laminaren 
Organisation beeinflusst wird.  
Eph-Rezeptortyrosinkinasen und ihre membrangebundenen Liganden werden weitläufig im 
embryonalen Gehirn exprimiert und sind in die Regulation zahlreicher neuronaler Entwicklungs-
prozesse involviert. In dieser Arbeit wurde das Signalmolekül EphrinA5 als potentieller Regulator 
der kortikalen Proliferation und Differenzierung identifiziert, welcher die radiale Ausdehnung der 
infra- und supragranulären Schichten kontrolliert (Gerstmann et al., 2010). EphrinA5-defiziente 
Mäuse weisen an E16,5 eine erhöhte Anzahl apikaler Vorläuferzellen auf und eine Reduktion der 
basalen Intermediärzellen. Außerdem generieren EphrinA5-knockout Tiere während der Bildung 
der infragranulären Schichten an E13,5 mehr postmitotische Neurone, während an E16,5 weniger 
exzitatorische Projektionsneurone für die supragranulären Schichten produziert werden. Diese 
Veränderungen in der Austrittsrate aus dem Zellzyklus zur frühen und späten Neurogenese 
korrelieren mit einer persistenten Schichtenverschiebung im adulten Kortex. Untersuchungen des 
Teilungsmodus haben ergeben, dass gliale Vorläuferzellen EphrinA5-defizienter Mäuse bevorzugt 
asymmetrisch proliferieren und vorrangig exzitatorische Neurone generieren, auf Kosten einer 
Dezimierung basaler Intermediärzellen.  
In der vorliegenden Arbeit wurde EphA4 als der Effekt-vermittelnde Rezeptor identifiziert. EphA4 
wird von radialen Gliazellen exprimiert und ist in der Zellmembran entlang der glialen Fortsätze 
lokalisiert, welche den gesamten Kortex radial durchspannen und somit die embryonalen 
Schichten strukturell miteinander verbinden. Dadurch wird eine lokale Interaktion von EphA4 und 
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Faktoren außerhalb der transienten proliferativen Zonen ermöglicht. Interessanterweise konnte 
der Ligand EphrinA5 durch in situ Hybridisierung und RT-PCR nicht in kortikalen Zellen detektiert 
werden, jedoch im sich entwickelnden Thalamus. Die Resultate dieser Arbeit deuten darauf hin, 
dass EphrinA5 von thalamischen Axonen exprimiert wird und während der frühen Neurogenese 
an E13,5 durch die thalamokortikale Innervation in die IMZ des sich entwickelnden Neokortex 
importiert wird, wo der Ligand mit seinem affinen Bindungspartner EphA4 interagiert. Die 
Ergebnisse deuten an, dass EphrinA5-induziertes EphA4 forward signaling die Proliferation und 
Identität kortikaler Vorläuferzellen reguliert, indem es den Teilungsmodus und die Austrittsrate 
aus dem Zellzyklus kontrolliert, wodurch auch die Ausbildung der kortikalen Architektur 
beeinflusst wird. 
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7 Abstract 
 
During cortical neurogenesis, cortical progenitor cells generate a variety of distinct morphological 
and functional neuronal subtypes. Many intrinsic and extrinsic factors are already identified, 
known to regulate the balance between proliferation and differentiation of cortical precursors, 
influencing the final number and identity of postmitotic neurons. While it is accepted that 
thalamic innervation affects cortical arealization and neuronal survival at later stages of 
corticogenesis (O'Leary, 1989; Sato et al., 2012), the impact of thalamic-mediated orchestration of 
cortical progenitor cell fate regulation is vastly unknown. This study provides evidence for an 
extracortical regulation of proliferation and identity of cortical progenitor cells by invading 
thalamic axons, thereby controlling the laminar organization of the neokortex. 
Ephrin family members are widely expressed in the embryonic brain, known to be involved in 
several developmental processes. This study identified the signaling molecule ephrinA5 as a 
potential regulator of cortical proliferation and cell fate decision, thereby regulating the radial 
extension of the infra- and supragranular layers (Gerstmann et al., 2010). A loss of function 
approach revealed alterations in the numbers of apical versus basal progenitors, accompanied by 
changes in the exit rate during early and later stages of neurogenesis. Analyses of the division 
mode at early stages of neurogenesis at E13.5 indicated, that radial glia cells divide preferentially 
asymmetric in ephrinA5-knockout mice, thereby shifting the balance to the production of 
excitatory projection neurons rather than intermediate progenitor cells.  
In this study, EphA4 was identified as the effect-mediating receptor. The receptor is expressed by 
radial glia cells, exhibiting a radial process that provides an excellent structural scaffold for local 
interactions of factors localized outside of the proliferative zones with EphA4-receptors of cortical 
progenitors. Interestingly, using in situ Hybridization, RT-PCR, and binding studies with 
recombinant ephrinA5, the ligand was evident in the embryonic thalamus, but not detectable in 
cortical cells. The results suggest that thalamic afferences express ephrinA5, thereby import the 
membrane-bound ligand to the cortex while invading the cortical intermediate zone during early 
neurogenesis and enable an interaction between ephrinA5 and EphA4. 
Taken together, these data suggest that induced EphA4 forward signalling by thalamic ephrinA5 
regulates the proliferation and cell fate decision of cortical progenitors, thereby controlling the 
mode of division, the size of the progenitor pool, and the final output of cortical neurons, 
accompanied by changes in cortical architecture.  
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9 Anhang 
 
9.1 Abkürzungsverzeichnis 
 
BCIP 5-Bromo-4-chloro-3-indolylphosphat 
bp Basenpaare 
BrdU Bromdesoxyuridin 
BSA Rinderalbumin 
CB Calbindin 
CP Kortikale Platte 
Ctx Kortex 
DAPI 4’,6-Diamidin-2’-phenylindoldihydrochlorid 
Dig Digoxigenin 
DiI 1,1´-dioctadecyl-3,3,3´-tetramethyl-indocarbocyanine perchlorate 
div Tage in vitro 
DNA Desoxyribonukleinsäure 
DNAse Desoxyribonuklease 
dNTP Desoxyribonukleosidtriphosphat 
E Embryonaltag (E0= Tag der Befruchtung) 
efn Ephrin 
EtBr Ethidiumbromid 
Fc Kristallisierbares Fragment der schweren Kette eines IgG-Antikörpers 
forw forward 
GABA γ-amino Buttersäure 
GBSS Gepufferte Salzlösung nach Grey 
GPI Glycosyl-phosphatidyl-Inositol 
HBSS Gepufferte Salzlösung nach Hank 
hiv Stunden in vitro 
HT Hybridisierungstemperatur 
IgG Immunglobulin Gamma 
IMZ Intermediärzone 
IPC basale Intermediärzelle 
ISH In situ Hybridisierung 
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KO knockout 
LGE Laterale ganglionische Eminenz 
LV Lateraler Ventrikel 
MGE Mediale ganglionische Eminenz 
MW Mittelwert 
MZ Marginalzone 
MZ-Medium Methylzellulose-haltiges Medium 
n Stichprobenumfang 
NBT Nitroblautetrazoliumchlorid 
OD Optische Dichte 
P Postnataltag (P0=Geburtstag) 
PBS Phosphat-gepufferte Salzlösung 
PCR Polymerase Kettenreaktion 
PFA Paraformaldehyd 
POA Präoptisches Areal 
PP Präplatte 
rev reverse 
RGC Radiale Gliazelle 
RNA Ribonukleinsäure 
RNAse Ribonuklease 
RT Raumtemperatur 
S1 Primärer sensorischer Kortex 
SAP Alkalische Phosphatase aus Schrimps 
SEM Standardfehler 
SP Subplatte 
SVZ Subventrikularzone 
Thal Thalamus 
U Unit 
ü.N. über Nacht 
VZ Ventrikularzone 
WT Wildtyp 
ZNS Ziegennormalserum 
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9.2 Verwendete Materialien 
9.2.1 Verwendete Geräte, Chemikalien und andere Hilfsmittel 
 
Tabelle 2: Liste der verwendeten Geräte und deren Hersteller. 
Gerät Bezeichnung Hersteller 
Binokular Stereozoom S4E Leica 
Geldokumentationssystem VisiDoc-It™ Imaging System UVP 
Gelsystem PerfectBlue Peqlab Biotechnologie 
Heizplatte HP-LP1 WieseThermo 
Hybridisierungsofen Wärmeschrank UM100 Memmert 
Inkubator HERAcell® 150 CO2 Heraeus 
Kaltlichtquelle KL 1500 Schott 
Kryotom CM1900 Leica 
Laminarbox Hera Safe Heraeus 
Laser scanning Mikroskop TCS SP5 Leica 
Magnetrührer MR 3001 K Heidolph 
Mikroinjektor CellTram® vario Eppendorf 
Mikroskop CellObserver Zeiss 
Orbitalschüttler KS260 basic IKA 
PCR-Maschine T gradient PCR cycler Biometra 
Puller PP-83 Narishige 
Spannungsquelle Standard Power Pack P25 T Biometra 
Spektrometer NanoDropTM1000 Peqlab Biotechnologie 
Thermomixer Thermomixer compact Eppendorf 
Tisch-pH-Meter FiveEasy® Roth 
Tischschüttler MS1 Minishaker IKA 
Transmissionsmikroskop BX40 Olympus 
Vibratom VT100S Leica 
Waage LP620S Sartorius 
Wasseraufbereitungsanlage MilliQ Millipore 
Wasserbad Memmert WB7 Memmert 
Zentrifuge 5804R Eppendorf 
 
Tabelle 3: Liste der verwendeten Materialen und deren Hersteller. 
Material Hersteller 
Deckgläser, Objektträger Mentzel 
Insulinspritze (1ml) Braun Omnifix 
Kanülen Stericon 
Kapillare Science Products 
Nylon-Netzfilter (200 µm x 200 µm) Millipore 
PET-Membranen (Porengröße 0,1 µm) Sabeu GmbH 
Petrischalen Greiner Bio-One GmbH 
Rasierklingen Wilkinson 
Reaktionsgefäße Eppendorf 
Superfrost-Objektträger Thermo Scientific 
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Tabelle 4: Liste der verwendeten Chemikalien und deren Hersteller. 
Substanz Hersteller 
10X Epitope Retrieval Solution Leica 
Acetanhydrid Sigma 
Agarose Roth 
B12 Invitrogen 
BCIP (5-Bromo-4-chloro-3-indolylphosphat) Roche 
Blocking reagent für ISH Roche 
BrdU Sigma 
Bromphenolblau Sigma 
BSA Serva 
Chloralhydrat Sigma 
Chloroform Roth 
DAPI (4’,6-Diamidino-2-phenyindol) Molecular Probes 
D-Glucose Sigma 
Dichlorodimethylsilane Sigma 
Diethylpyrocarbonat (DEPC) Thermo Scientific 
DMEM  Gibco 
dNTPs Fermentas 
EDTA Boehringer Mannheim 
Ehidiumbromid Roche 
Essigsäure Roth 
Ethanol Roth 
FBS Gibco 
FgF Invitrogen 
Ficoll 400 Sigma 
Formamid Roth 
Glycerin Sigma 
HBSS Gibco 
HEPES Gibco 
Isopropylalkohol Roth 
KCl Roth 
KH2PO4 Roth 
Laminin Sigma 
Levamisol Roth 
L-Glutamin Invitrogen 
LiCl2 Merck 
Low-melt Agarose Sigma 
Methylzellulose Sigma 
MgCl2 Merck 
MgCl2 x 6 H2O Merck 
MgSO4 x 7 H2O Merck 
Mowiol Roth 
NaCl Roth 
NaCl Sigma 
NaHPO4 Merck 
NaOH Merck 
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Substanz Hersteller 
NBT (Nitroblautetrazoliumchlorid) Roche 
Neurobasal Gibco 
n-Propyl-Gallat Sigma 
Paraformaldehyd Roth 
Penicillin/Streptomycin Invitrogen 
Pepton Invitrogen 
Poly-L-Lysin Gibco 
Polyvinylpyrrolidon Sigma 
SDS Roth 
Sucrose Sigma 
Tissue Tek® Sakura 
Triethanolamin Sigma 
Trinatriumcitrat Roth 
Tris-Base Sigma 
TritonX Sigma 
Trizol® Reagent Invitrogen 
Trypsin Sigma 
ZNS Gibco 
 
Tabelle 5: Liste der verwendeten rekombinanten Proteine. 
Protein Hersteller 
EphrinA5-Fc-Fc R&D Systems 
EphA3-Fc R&D Systems 
Kontroll-Fc Alexis Biochemicals 
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9.2.2 Verwendete Antikörper 
 
Tabelle 6: Liste der verwendeten primären Antikörper, deren Spezifität, Hersteller und die 
eingesetzte Verdünnung. 
Bezeichnung Spezifität Hersteller Endverdünnung 
Anti Aspm Rabbit Geschenk 1:1000 
Anti BrdU rat Abcam 1:300 
Anti Calbindin Rabbit Swant 1:1000 
Anti CDP (Cux-2) Rabit Santa Cruz 1:200 
Anti EphA4 Rabbit Santa Cruz 1:100 
Anti Ki67 rabbit Leica 1:200 
Anti L1 Rabbit DSHB 1:100 
Anti Nestin Mouse Millipore 1:100 
Anti Otx-1/2 mouse Chemicon 1:300 
Anti Pax6 Mouse Millipore 1:100 
Anti pTyr (PY350) Rabbit Santa Cruz 1:50 
Anti Tbr1 Rabbit abcam 1:400 
Anti Tbr2 Rabbit abcam 1:500 
Anti βIII-Tubulin Rabbit Sigma 1:300 
 
 
Tabelle 7: Liste der verwendeten sekundären Antikörper, deren Fluoreszenzkonjugate, Hersteller 
und die eingesetzte Verdünnung. 
Bezeichnung Fluoreszenzkonjugat Hersteller Endverdünnung 
Anti human IgG Alexa488 Chemicon 1:1000 
Anti moue IgG Cy2 Jackson 1:500 
Anti mouse IgG Cy3 Jackson 1:500 
Anti rabbit IgG Cy2 Jackson 1:500 
Anti rabbit IgG Cy3 Jackson 1:500 
Anti rabbit IgG Cy5 Molecular Probes 1:1000 
Anti rabbit IgG Dianova Santa Cruz 1:50 
Anti rat IgG Alexa488 Invitrogen 1:500 
 
 
 
Anhang 
 96
 
9.2.3 Verwendete Primer und mRNA-Sonden 
 
Tabelle 8: Liste der verwendeten Primer, deren Identifikationsnummer, den detektierten 
Sequenzbereich und die Primersequenzen in 5´3´ Richtung, sowie die verwendete Annealing-
Temperatur und die zu erwartende Fragmentlänge. 
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βAktin MGI:87904 1568-1790 Forw   CAGCATTGCTTCTGTGTAAATTATG 
Rev      GCACTTTTATTGGTCTCAAGTCAGT 
60 °C 223 
efnA5 NM_010109.3 3735-4027 Forw   CTTTTGAAAATCGCCTCCAC 
Rev      AGACAGACCTGCCCATTCAC 
60 °C 210 
EphA4 MGI:98277 5606-5773 Forw   AAATCAAGCCGTTTCACCAC 
Rev      CGTCCCCTTCACAGATGAAT 
60 °C 168 
HuD MGI:107427 3146-3275 Forw   TGCACATTGAAGAGGCAAAC 
Rev      TCCAAAAACCGAAAAGAGGA 
60 °C 130 
Ki67 MGI:106035 9055-9497 Forw   CCTGTCACTCCAGATCAGAACTC 
Rev      TCTTCATCCTCCTTCAGAGTTTTT 
60 °C 443 
 
Tabelle 9: Liste aller verwendeten Sonden, deren Identifikationsnummer, der detektierte 
Sequenzbereich und die Sondenlänge. Die Sonden für ephrinA5 und die Eph-Rezeptoren waren in 
den Vektor pBluescript I KS insertiert und wurden freundlicherweise von Prof. Bolz (Institut für 
allgemeine Zoologie und Tierphysiologie/Jena) zur Verfügung gestellt. Die Sonde gegen Insm1 war 
eine Schenkung von Prof. Wieland B. Huttner (MPI/Dresden) und lag in dem Vektor pTOPO-PCRII 
vor. 
Sonde Gi-Nummer Insertbereich Länge des Inserts 
ephrinA5 226958660 106 - 637 531 bp 
EphA1 12963738 264 – 1171 907 bp 
EphA2 6753757 684 – 1573 889 bp 
EphA3 25066021 257 – 1253 996 bp 
EphA4 6679656 75 – 761 686 bp 
EphA5 6679658 903 – 1645 742 bp 
EphA6 20893174 227 – 1476 1249 bp 
EphA7 20824270 2368 – 2692 324 bp 
EphA8 6679662 1120 – 1958 838 bp 
EphB2 28498406 1133 – 2018 885 bp 
Insm1 30046615 682-1464 783 bp 
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Tabelle 10: Liste der verwendeten Sonden, deren Schmelztemperaturen, sowie die verwendete 
Schnittstellen und RNA-Polymerasen für die Herstellung der antisense und  sense Sonde. Die 
Hybridisierungstemperaturen (HT) wurden nach der Formel für RNA-RNA-Hybride wie unter 
3.4.6.4 berechnet. 
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ephrinA5 67,6 T3 → T7 KpnI T3 SacII T7 
EphA1 73,3 T3 → T7 SacII T7 KpnI T3 
EphA2 75,8 T3 → T7 KpnI T3 SacI T7 
EphA3 68,2 T3 → T7 KpnI T3 SacI T7 
EphA4 69,3 T7 → T3 SacI T7 KpnI T3 
EphA5 66,1 T3 → T7 KpnI T3 SacI T7 
EphA6 65,7 T3 → T7 KpnI T3 SacI T7 
EphA7 65,8 T3 → T7 KpnI T3 SacI T7 
EphA8 75,7 T7 → T3 SacII T7 KpnI T3 
EphB2 72,2 T7 → T3 SacII T7 KpnI T3 
Insm1 70,0 T7 → TSP6 KpnI T7 XhoI SP6 
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9.2.4 Medien, Puffer und Stammlösungen 
Für Primärkulturen wurden ausschließlich sterile Medien, Puffer und Lösungen verwendet. Dazu 
wurden die Flüssigkeiten entweder für 20 min bei 212 °C und 2 bar autoklaviert, oder steril filtriert 
(Porengröße 0,2 µm). Als Lösungsmittel wurde bidestilliertes Wasser verwendet. 
 
9.2.4.1 Allgemeine Puffer und Stammlösungen 
 
Chloralhydrat    10 % Chloralhydrat in 1X PBS 
   steril filtriert, Lagerung bei RT 
 
PBS    120 mM NaCl 
   2,7 mM KCl 
   10 mM Na2HPO4 
   Na2HPO4·2H2O 
   pH 7.4, autoklaviert, Lagerung bei 4 °C 
 
PFA    20 % Paraformaldehyd (w/v) in 1X PBS 
   auf 60 °C erhizt, 2 Tropfen NaOH; pH 7.4, Lagerung bei –20 °C 
 
Sucroselösung    10 % bzw. 30 % Sucrose (w/v) 
    in 1X PBS, Lagerung bei 4 °C 
 
 
9.2.4.2 Lösungen für Immunhistoistochemie 
 
Blockierlösung    10 % ZNS 
    4 % BSA 
    0,2 % TritonX 
    in 1X PBS, Lagerung bei 4 °C 
 
Waschlösung    0,2 % TritonX  
    in 1XPBS, Lagerung bei RT 
    
Mowiol    25 % Mowiol (w/v) 
   50 % Glycerin 
   17,5 % n-Propyl-Gallat  
   in 1X PBS, Lagerung bei -20 °C 
 
 
9.2.4.3 Lösungen und Medien für Primärkulturen 
 
Differenzierungsmedium 10 ng/ml FGF 
200 mM L-Glutamin 
2 % B27 
in Neurobasal, Lagerung bei -20 °C 
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Einzelzellmedium   10 % FBS 
100 U/ml Penicillin 
100 g/ml Streptomycin 
200 mM L-Glutamin 
 0,1 % D-Glucose 
in DMEM mit Natriumpyrovat und Pyridoxin, Lagerung bei 4 °C 
 
GBSS    1,53 mM CaCl2 
3,66 mM KCl 
0,22 mM KH2PO4 
1,03 mM MgCl2 (wasserfrei) 
28 mM MgSO4-H2O 
138 mM NaCl 
2,70 mM NaHCO3 
0,84 mM Na2HPO4 
5,56 mM Glukose 
pH 7.4, steril filtriert, Lagerung bei 4 °C 
 
Krebsbuffer   126 mM NaCl 
2,5 mM KCL 
1,2 mM NaH2PO4 
1,2 mM MgCl2 
2,1 mM CaCl2 
10mM D-glucose 
12,5 mM NaHCO3 
pH 7.4, steril filtriert, Lagerung bei 4 °C 
 
MZ-Medium   0,4 % Methylzellulose (m/v) 
0,1 % D-(+)-Glucose (m/v)  
in DMEM, ü.N. bei 4 °C gelöst, steril filtriert 
5 % FBS  
2,9 % L-Glutamin 
100 U/ml Penicillin 
100 g/ml Streptomycin 
Lagerung bei 4 °C 
 
Neurobasalmedium  2 % B27 
100 U/ml Penicillin 
100 g/ml Streptomycin 
0.5 % D-Glucose  
in Neurobasal, Lagerung bei 4 °C 
 
Postholding buffer  10 mM HEPES 
100 U/ml Penicillin 
100 g/ml Streptomycin 
in 1X Krebspuffer, Lagerung bei 4 °C 
  
65 % Glukoselösung   32,5 g D-(+)-Glukose 
   in 50 ml Bidest, Lagerung bei -20 °C 
 
Anhang 
 100
9.2.4.4 Puffer und Lösungen für Molekularbiologische Methoden 
 
Ladepuffer   0,5 mM Tris 
50 µM EDTA 
0,01 % Bromphenolblau (w/v ) 
5 % Glycerin (v/v) 
pH 8.0, Lagerung bei RT 
 
LB-Medium   10 g/l Pepton 
5 g/l Hefeextrakt 
5 g/l NaCl 
1 mM NaOH 
autoklaviert, Lagerung bei -20 °C  
Vor Gebrauch Zugabe von 50 µg/ml Ampicillin 
 
Plasmidpräparation 1  50 mM Glucose 
25 mM Tris 
10 mM EDTA 
  Lagerung bei RT 
 
Plasmidpräparation 2   0,2 N NaOH  
1 % SDS (w/v) 
  Lagerung für max. 4 Wochen bei RT 
 
Plasmidpräparation 3  3 M Kaliumacetat 
pH 5.2, Lagerung bei RT 
 
TAE  4 mM Tris 
  2 mM Essigsäure 
  0,1 mM EDTA 
  pH 8.5, Lagerung bei RT 
 
 
9.2.4.5 Lösungen für ISH 
Für Arbeiten mit RNA wurden die Puffer und Stammlösungen stets mit DEPC-behandeltem 
bidestilliertes Wasser (H2ODT) angesetzt. 
 
H2ODT    1 ml/l DEPC 
Ü.N. in bidestilliertem Wasser gelöst, autoklaviert, Lagerung RT 
 
Hybridisierungslösung A  0,4 mg/ml Torula RNA 
0,1 mg/ml tRNA 
Lagerung bei -20 °C 
 
Hybridisierungslösung B  1 % Dextransulfat (v/v) 
0,05 % FA (v/v) 
10 mM EDTA 
3 x SCC 
1 x Denhardts 
Lagerung bei -20 °C 
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MaBT     0,1 M Maleinsäure 
0,15 M NaCl 
1 % Tween20 (v/v) 
pH 7.5, Lagerung bei RT 
 
Reaktionspuffer  0,1 M Tris-HCl 
0,1 M NaCl 
5 mM MgCl2 
pH 9.5, Lagerung bei RT 
 
Reinigungslösung  0,5 % SDS (w/v) 
    100 mM NaOH 
    Lagerung bei RT 
 
50X Denhardts   1 % Ficoll 400 
    1 % BSA 
    1 % Polyvinylpyrrolidon 
    Lagerung bei -20 °C 
 
20x SSC     3M NaCl 
0,3 M Trinatriumcitrat 
pH 7, Lagerung bei RT 
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